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DESCRIPCION
Factor VIII modificado.

Ambito de la invencion

La invencion se refiere en particular a la modificacién del factor VIII humano (FVIII) dando como resultado
proteinas FVIII que sustancialmente son no-inmunogénicas o menos inmunogénicas que cualquier equivalente no
modificado usada in vivo.

Antecedentes de la invencion

En muchos casos la eficacia de una proteina terapéutica estd limitada por una reaccién inmune indeseada a la
proteina terapéutica. Muchos anticuerpos monoclonales de raton resultaban prometedores como terapia en numerosos
escenarios de enfermedades humanas, pero en ciertos casos han fallado debido a la induccién de grado significativo
de un anticuerpo antimurina humana (HAMA, por sus siglas en inglés human anti-murine antibody) [Schroff, R. W.
et al (1985) Cancer Res. 45: 879-885; Shawler, D.L. et al (1985) J. Immunol. 135: 1530-1535]. Se han desarrollado
numerosas técnicas para anticuerpos monoclonales con el fin de intentar reducir la respuesta HAMA [WO 89/09622;
EP 0239400; EP 0438310; WO 91/06667]. Estos métodos de ADN recombinante generalmente han reducido la in-
formacion genética del ratén en la construccién del anticuerpo final, incrementando la informacién genética humana
en la construccién final. No obstante, los anticuerpos “humanizados” resultantes, en muchos casos atin provocaron
una respuesta inmune en los pacientes [Issacs J.D. (1990) Sem. Immunol. 2: 449, 456; Rebello, P.R. et al (1999)
Transplantation 68: 1417-1420].

Los anticuerpos no son la tnica clase de moléculas polipeptidicas que se administran como agente terapéutico con-
tra el cudl se puede producir una respuesta inmune. Incluso proteinas de origen humano y con las mismas secuencias
de aminodcidos que aparecen en los humanos pueden seguir induciendo una respuesta inmune en humanos. Ejemplos
importantes incluyen el uso terapéutico del factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos [Wadhwa, M.
et al (1999) Clin. Cancer Res. 5: 1353-1361] e interferén alfa 2 [Russo, D. et al (1996) Bri. J. Haem. 94: 300-305;
Stein, R. et al (1988) New Engl. J. Med. 318: 1409-1413]. En estas situaciones en las que estas proteinas humanas son
inmunogénicas, se produce una supuesta rotura de la tolerancia inmunolégica que de otro modo estaria operando en
estos sujetos ante estas proteinas.

La situacién es diferente cuando la proteina humana se administra como una terapia de sustitucién, por ejemplo en
una enfermedad genética donde hay una carencia constitucional de la proteina, como puede ser el caso de enfermeda-
des como la hemofilia A, la enfermedad de Christmas, la enfermedad de Gaucher y otros numerosos ejemplos. En tales
casos, la proteina de sustitucion terapéutica puede funcionar inmunolégicamente como una molécula extrafia desde
el principio y la eficacia de ésta se puede ver comprometida significativamente cuando los individuos son capaces de
producir una respuesta inmune a la terapia.

Independientemente de si la proteina terapéutica es considerada una molécula extrafia por el sistema inmune del
huésped o si domina una tolerancia existente a la molécula, el mecanismo de reactividad inmune a la proteina es
el mismo. La clave de la induccién de una respuesta inmune es la presencia en la proteina de péptidos que pueden
estimular la actividad de las células T por medio de su presentacion en moléculas MHC de clase II, llamadas “epitopos
de células T”. Dichos epitopos de células T se definen cominmente como cualquier secuencia de residuos aminodcido
con la capacidad de unirse a moléculas MHC de clase II. Implicitamente, un “epitopo de células T” representa un
epitopo que, cuando se une a moléculas MHC, puede ser reconocido por un receptor de células T (TCR), que al menos
en principio, puede causar la activacién de estas células T mediante el acoplamiento de un TCR para provocar una
respuesta de dichas células T.

Las moléculas MHC de clase II son un grupo de proteinas altamente polimdrficas que desempefian un importante
papel en la seleccién y activacion de células T ayudantes. El grupo DR del antigeno de leucocito humano (HLA-DR) es
el isotipo predominante de este grupo de proteinas; sin embargo, los isotipos HLA-DQ y HLA-DP realizan funciones
similares. En la poblacién humana, los individuos poseen de dos a cuatro alelos DR, dos alelos DQ y dos DP. Existen
aproximadamente 70 alotipos diferentes para el isotipo DR, 30 alotipos diferentes para el DQ y 47 alotipos diferentes
para el DP. Se ha resuelto la estructura de numerosas moléculas DR y éstas aparecen como un surco de unién de
péptidos de extremo abierto, con numerosos bolsillos hidr6fobos que se acoplan a residuos hidréfobos (residuos del
bolsillo) del péptido [Brown et al Nature (1993) 364: 33; Stern et al (1994) Nature 368: 215]. La molécula MHC DR
estd formada por una cadena alfa y una beta que se insertan en sus C-terminales a través de la membrana celular. Cada
heterodimero posee un dominio de unién al ligando que se une a péptidos que varian entre 9 y 20 aminodcidos de
longitud, aunque el surco de unién puede acomodar un méximo de 11 aminodcidos. Las moléculas DQ han mostrado
recientemente que tienen una estructura homologa y se espera que las proteinas de la familia DP sean muy similares. La
identificacién del polimorfismo de los alotipos diferentes de la molécula de clase II contribuye a una amplia diversidad
de superficies de unién para péptidos dentro del surco de unién de péptidos y a nivel de poblacién asegura maxima
flexibilidad con respecto a la capacidad de reconocer proteinas extrafias y producir una respuesta inmune a organismos
patdgenos.
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Una respuesta inmune a una proteina terapéutica procede via el camino de presentacion del péptido MHC de clase
II. Aqui, las proteinas exdgenas se sumergen y se procesan para la presentacion en asociacién con moléculas MHC de
clase II del tipo DR, DQ o DP. Las moléculas MHC de clase II son expresadas por células presentadoras de antigeno
(APC) profesionales, como macréfagos y células dendriticas, entre otros. El acoplamiento de un complejo peptidico
MHC de clase II mediante un receptor de células T afin en la superficie de la célula T, junto con la unién entrecruzada
de ciertos correceptores distintos, como la molécula CD4, puede inducir un estado activado dentro de la célula T. La
activacion conduce a la liberacién de citoquinas, activando también otros linfocitos como las células B, para producir
anticuerpos o activando células T asesinas como una respuesta inmune celular completa.

La identificacién de epitopos de células T es el primer paso para la eliminacién de epitopos; sin embargo, existen
muy pocos casos claros en la técnica en los que la identificacion de epitopos y la eliminacion de los mismos se integren
en un Unico esquema. Asi, en las patentes W098/52976 y WO00/34317 se presentan técnicas informadticas de hilo
conductor para identificar secuencias de polipéptidos con el potencial de unirse a subconjuntos de alotipos humanos
DR de MHC de clase II. En estas ensefianzas, los epitopos de células T previstos se eliminan mediante la sustitucién
juiciosa de aminodcidos dentro de la proteina de interés. Sin embargo, con este esquema y otros procedimientos
informaticos para la identificacién de epitopos [por ejemplo, Godkin, AJ. et al (1995) J. Immunol. 161; 850-858;
Sturniolo, T. et al (1999) Nat. Biotechnol, 17: 555-561], los péptidos que se habia previsto que serian capaces de unirse
amoléculas MHC de clase II pueden no funcionar como epitopos de células T en todas las situaciones, particularmente
in vivo debido a los efectos de las vias de procesado u otros fendmenos. Ademds, los enfoques informdticos para la
prediccion de epitopos de células T, en general no son capaces de predecir epitopos con restriccion DP o DQ, aunque
en general hay coincidencia en el reconocimiento entre estos sistemas.

Ademas de las técnicas informadticas existen métodos in vitro para la medicién de la capacidad de los péptidos
sintéticos de unirse a moléculas MHC de clase II. Por ejemplo, un método usa lineas de células B de alotipo MHC
definido como fuente de superficie de unién de MHC de clase II y se puede aplicar a la identificacién de ligandos de
MHC de clase II [Marshall, K.W. et al (1994) J. Immunol. 152: 4946-4956; O’Sullivan et al (1990) J. Immnunol. 145:
1799-1808; Robadey, C. et al (1997) J. Immunol. 159: 3238-3246]. Sin embargo, dichas técnicas no estan adaptadas
al cribado de multiples epitopos potenciales frente una amplia diversidad de alotipos de MHC, ni pueden confirmar la
capacidad de un péptido de unién de funcionar como un epitopo de células T.

Recientemente se han empezado a usar técnicas que explotan los complejos solubles de moléculas MHC recombi-
nantes en combinacién con péptidos sintéticos [Kern, F. et al (1998) Nature Medicine 4:975-978; Kwok, W.W, et al
(2001) TRENDS in Immunol. 22:583-588]. Estos reactivos y procedimientos se usan para identificar la presencia de
clones de células T a partir de muestras de sangre periférica de sujetos humanos o de animales de experimentacién
que son capaces de unir complejos péptido-MHC particulares. Estos procedimientos tampoco se adaptan facilmente
al cribado de miuiltiples epitopos potenciales frente a una amplia diversidad de alotipos de MHC.

Los ensayos biolégicos de activacién de células T ofrecen una opcion practica para obtener una lectura de la
capacidad de un péptido de ensayo, o de toda la secuencia de una proteina, para provocar una respuesta inmune. Los
ejemplos de este tipo de enfoque incluyen el trabajo de Petra er al, que usa ensayos de proliferacién de células T frente
a la proteina bacteriana estafiloquinasa, seguido de mapeo de epitopos usando péptidos sintéticos para estimular lineas
de células T [Petra. A.M. et al (2002) J. Immunol. 168: 155-161]. De forma similar, los ensayos de proliferacion de
células T usando péptidos sintéticos de la proteina de la toxina del tétanos han tenido como resultado la definicién
de regiones inmunodominantes de la toxina [Reece, J.C. et al (1993) J. Immunol. 151: 6175-6184]. En la patente
W099/53038 se expone un enfoque en el que los epitopos de células T en una proteina de ensayo se pueden determinar
usando subconjuntos aislados de células inmunes humanas, provocando su diferenciacién in vitro y el cultivo de las
células en presencia de péptidos sintéticos de interés y la medicion de cualquier proliferacién inducida en las células
T cultivadas. La misma técnica también es descrita por Stickler ez al [Stickler, M.M. et al (2000) J. Immunotherapy
23: 654-660], donde en ambos casos el método se aplica a la deteccion de epitopos de células T dentro de subtilisina
bacteriana. Dicha técnica requiere la aplicacién cuidadosa de técnicas de aislamiento celular y cultivo celular con
multiples suplementos de citoquina para obtener los subconjuntos deseados de células inmunes (células dendriticas,
células T C4+ y/o CD8+) y no permite un cribado de rendimiento rdpido usando multiples muestras de donantes.

Como se describe mds arriba y como consecuencia de ello, seria conveniente identificar y eliminar, o al menos
reducir los epitopos de células T de un péptido, polipéptido o proteina originalmente inmunogénicos pero en prin-
cipio terapéuticamente valiosos. Una de estas moléculas terapéuticamente valiosas es FVIIIL. La presente invencién
proporciona formas modificadas de FVIII humano con uno o varios epitopos de células T eliminados.

FVIII es un factor de coagulacién dentro de la via intrinseca de la coagulacién sanguinea. FVIII es un cofactor del
factor IXa que, en presencia de iones calcio y fosfolipidos, convierte el factor X en la forma activada Xa. La genética
molecular de FVIII estd bien estudiada, al menos en los defectos en el gen de FVIII ligado a X que da origen a la
hemofilia A. El gen FVIII codifica dos copias empalmadas alternativamente que dan origen a la isoforma A grande
de la glicoproteina FVIII y a la isoforma B mas pequefia. En estado nativo, se pueden identificar multiples formas de
degradacion o procesado derivadas del precursor de la isoforma A y se han adscrito actividades funcionales particulares
a fragmentos particulares. La molécula de FVIII estd dividida en 6 dominios estructurales; un dominio A triplicado
(A1, A2, A3), un dominio central rico en carbohidratos y prescindible (dominio B) y un dominio C duplicado (C1,
C2). Los sitios de corte proteolitico de FVIII para la trombina y el factor Xa se encuentran tras los residuos 372, 740
y 1689. El corte para Xa junto con la proteina C activada se encuentra tras el residuo 336.
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La proteina FVIII se puede definir funcionalmente como un factor capaz de corregir el defecto de coagulacién en
plasma derivado de pacientes afectados de hemofilia A. Para el tratamiento de la hemofilia A, se elabora FVIII en
forma purificada a partir de plasma humano o porcino y mds recientemente por tecnologias de ADN recombinante.
En 1984, el gen del FVIII humano se aisl6 y se expresé en células de mamifero en al menos 2 grupos de laboratorio
independientes [Toole, J. J., et al. (1984), Nature 312 342-347; Gitschier, J., et al. (1984), Nature 312: 326-330; Wood,
W. L, et al. (1984), Nature 312 330-337; Vehar, G. A, et al. (1984), Nature 312: 337-342; WO87/04187; WO88/08035;
WO088/03558; US, 4,757,006]. La secuencia de aminoécidos se dedujo de ADNc y se desarrollaron métodos para la
produccién recombinante de cantidades terapéuticas de FVIII, por ejemplo, en la patente US, 4,965,199 se publica
un método para la produccién de FVIII en células huésped de mamiferos y la purificacién de FVIII humano. Se ha
presentado la expresién de FVIII humano en células CHO (ovario de hamster chino) y BHKC (células de rifién de cria
de hamster), y més recientemente FVIII ha sido modificado para borrar parte o la totalidad del dominio B [U.S. Pat. N°.
4,868,112] y dicha molécula ha mostrado eficacia en ensayos clinicos [Lusher, J.M. et al (2003) Haemophilia 9: 38-
49]. De hecho, esta molécula esta registrada para su uso - Refacto se produce en células CHO mediante la colaboracién
entre Genetics Institute y Pharmacia Upjohn.

A pesar de la disponibilidad de cantidades terapéuticas de FVIII, hay una necesidad continua de andlogos de FVIII
con propiedades mejoradas. Las mejoras deseadas incluyen esquemas alternativos y modalidades para la expresion
y purificacién de la proteina, pero también mejoras en las propiedades bioldgicas de la proteina. En particular es
necesario mejorar las caracteristicas in vivo cuando se administra como agente terapéutico. A este respecto, se desea
especialmente obtener FVIII con un potencial reducido o nulo de inducir una respuesta inmune en el sujeto humano.
Cabe esperar que dichas proteinas mostraran un incremento del tiempo de circulacién en el sujeto humano y fueran
particularmente beneficiosas en un escenario de enfermedad crénica y recurrente, como en los casos de hemofilia A,
en particular en casos donde los hemofilicos pueden ser sensibles a factor VIII recombinante exdgeno y de otro modo
desarrollarian anticuerpos anti-factor VIII que limitarian la eficacia de su tratamiento.

Otros han obtenido moléculas de FVIII y en particular de FVIII modificado de forma recombinante [US 4,757,006;
US 5,633,150; US 5,668,108], pero ninguno de estos estudios reconoce la importancia de los epitopos de células T en
las propiedades inmunogénicas de la proteina ni conciben influir directamente en estas propiedades de forma especifica
y controlada, segun el esquema de la presente invencion.

Algunos ejemplos de la técnica para la modificacién de FVIII son la patente US 5,948,407 donde se dan a conocer
esquemas para producir formulaciones que permiten la administracién via mucosa (por ejemplo, oral) de la proteina
con el propésito de evocar un repertorio de células T supresoras frente al antigeno de la proteina terapéutica.

Otros han intentado modificaciones de FVIII con la finalidad de mejorar la vida media in vivo en el sujeto hemofi-
lico, por ejemplo, en la patente US 6,037,452 se describen conjugados de poli(6xido de alquileno) y factor VIIIL.

Una complicacién particular en la terapia de la hemofilia A es la induccién en ciertos pacientes de anticuerpos
inhibidores frente a la preparacién FVIII administrada. Se han avanzado varias estrategias para superar la respuesta
inmunoldgica a FVIII en hemofilicos. La terapia de induccién de tolerancia es uno de dichos enfoques, pero actual-
mente requiere la administraciéon muy temprana en la vida de un hemofilico de dosis muy grandes (y costosas) de
preparacién FVIIL. Este enfoque sélo tiene éxito para alcanzar la tolerancia en una parte de los casos [Colowick, A. B.
et al (2000) Blood 96: 1698-1702]. Algunos ensayos clinicos de dos productos recombinantes diferentes en sujetos no
tratados previamente indican que el inhibidor se desarrolla en aproximadamente el 20% de los casos [Lusher, J. M. et
al (1993) N. Engl. J. Med. 328: 453-459; Bray, G.L. et al (1994) Blood 83: 2428-2435]. Los inhibidores de FVIII son
anticuerpos inmunoglobulina que neutralizan la actividad de FVIII en el plasma. Los inhibidores se presentan como
aloanticuerpos en aproximadamente el 25% de los pacientes con hemofilia A severa y entre el 5% y el 15% de los
pacientes con la variante leve o moderada de esta enfermedad, que son tratados con concentrados de FVIII o FVIII
recombinante.

Para pacientes con inhibidores también se usa el tratamiento con complejo de factor IX o “complejo protrombina”.
En general, éstas son mezclas de multiples factores diferentes, como por ejemplo, los factores II, VII, IX y X. En
la patente EP 0044343-B1 se expone dicho complejo protrombina que presenta un componente activado (FVIIa). De
forma similar, el documento US 6,358,534 describe un complejo protrombina inmunotolerante que comprende una
baja proporcién de proteina FVIII y proporciones relativamente elevadas de otras proteinas factores de coagulacién y
protefnas portadoras.

La patente US 5,543,145 presenta composiciones para la supresién de la produccion del inhibidor de FVIIL, que
comprenden anticuerpos policlonales o monoclonales, por ejemplo, en forma de F(ab’)2 mezclado con FVIIL. En la
patente US 4,769,336 se presentan fragmentos de FVIII que se unen a los inhibidores de anticuerpos de FVIII y por
consiguiente los bloquean.

Otras estrategias incluyen el uso de factor VIII porcino en lugar de FVIII humano, aunque dicho tratamiento es
una medida temporal, ya que el propio FVIII porcino es inmunogénico.

Otras opciones disponibles incluyen el tratamiento con farmacos inmunosupresores y/o la eliminacién de inhibido-
res de la circulacion mediante tratamientos extracorporales y, como es 16gico, dichos métodos representan soluciones
extremas y arriesgadas del problema tratado.
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Las técnicas de ingenieria genética ofrecen un amplio campo para la modificacién e incluso para la produccién
de moléculas de FVIII para uso terapéutico. Las composiciones farmacéuticas y el tratamiento de la hemofilia A se
presentan en los estudios de las patentes US 4,965,199; US 5,618,788 y US 5,668,108 y equivalentes extranjeras, y se
deben considerar como ejemplos de una gran cantidad de trabajos sobre este tema de los que dispone el estado actual
de la técnica.

Otros ejemplos de tipos de modificacion de FVIII realizadas usando enfoques recombinantes se presentan en las
patentes US 5,859,204; US 6,376,463; US 6,485,563 y US 6,180,371 que de forma colectiva proporcionan proteinas
FVIII y sus genes codificantes en los que sustituciones especificas del sitio han dado como resultado la reduccién
de la reactividad frente a un anticuerpo inhibidor. En estos estudios particulares, las sustituciones estidn confinadas a
los aminoacidos 484-509 del dominio A de FVIII. Dichas modificaciones, al cambiar la topologia de la superficie de
la molécula de FVIII de modo que los epitopos conformacionales particulares ya no son reconocibles por anticuer-
pos particulares con reactividad cruzada en el suero del paciente, no dirigen los epitopos de células T subyacentes
necesarios para conducir la produccién de anticuerpos de las células B.

Otros han usado medidas de ADN recombinante para producir moléculas de FVIII modificadas usando sustitu-
ciones de aminodcidos especificas del sitio [WO87/07144] o cambio de dominios entre moléculas relacionadas. Un
ejemplo de este dltimo enfoque se presenta en la patente WO90/05530, en el que se produce una molécula de FVIII
que contiene el dominio B del factor V humano en lugar del dominio B de FVIII.

Otros han presentado igualmente preparaciones quiméricas de FVIII que comprenden moléculas de FVIII re-
combinantes disefiadas para contener dominios de secuencia derivados de humanos y porcinos (y de otras especies).
Dichas moléculas hibridas se describen en las patentes US 5,744,446; US 5,663,060; US 5,583,209; US 5,364,771;
US 5,888,974 y otras.

En el documento US 5,171,844 se exponen moléculas de FVIII manipuladas genéticamente, que pueden tener
actividad mejorada y/o inmunogenicidad reducida. Esta dltima propiedad se refiere a la ausencia de secciones de la
molécula por delecién. El trabajo previo descrito en la patente US 4,868,112 y en equivalentes extranjeras proporciona
mutantes de delecién funcionales de FVIII sin el dominio B.

Otras modificaciones de ingenieria genética de la proteina FVIII tenian por finalidad mejorar el proceso de produc-
cién de la protefna y en la patente US 6,271,025 se presentan ejemplos particulares. Este caso se presenta a manera de
ejemplo de la gran cantidad de trabajos similares disponibles y conocidos en la técnica.

Resumen y descripcion de la invencion

La presente invencién proporciona formas modificadas del factor VIII humano, denominado aqui “FVIII”, en
las que la caracteristica inmune se modifica mediante la reduccién o eliminacién de varios epitopos potenciales de
células T.

La invencién da a conocer secuencias identificadas dentro de la secuencia primaria de FVIII que son epitopos
potenciales de células T en virtud del potencial de unién de MHC de clase II. Asimismo, este descubrimiento se
refiere especificamente a la proteina FVIII completa humana en isoforma A de 2332 residuos aminodcido y a una
version mds pequeiia en la que el dominio B no estd presente en la proteina.

La invencidn da a conocer también posiciones especificas dentro de la secuencia primaria de la molécula, que de
acuerdo con la invencion se tienen que alterar mediante la sustitucidn, adicién o delecién de aminodacidos especificos,
manteniendo a la vez el maximo grado de actividad biolégica de la proteina. En aquellos casos en que la pérdida
de inmunogenicidad se puede conseguir sélo mediante una pérdida simultdnea de actividad bioldgica, es posible
restablecer la actividad mediante otras alteraciones en la secuencia de aminoécidos de la proteina.

Ademads, la invencién da a conocer métodos para producir dichas moléculas modificadas y sobretodo, métodos
para identificar los epitopos de células T que requieren alteracién en el orden para reducir o eliminar los sitios inmu-
nogénicos.

La presente invencién presenta formas modificadas de proteinas FVIII que se espera que posean propiedades
in vivo mejoradas. La presente invencidn da a conocer las regiones principales de la secuencia primaria de FVIII
que son inmunogénicas en el hombre y ofrece modificaciones en las secuencias para eliminar o reducir la eficacia
inmunogénica de estos sitios. En una realizacion, los péptidos sintéticos que comprenden las regiones inmunogénicas
se pueden introducir en composiciones farmacéuticas con la finalidad de producir una respuesta tolerogénica a toda la
molécula.

En otra realizacion, las moléculas de FVIII modificadas de la presente invencion se pueden usar en composiciones
farmacéuticas.
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En resumen, la invencion se refiere a:

una molécula modificada que tiene la actividad biol6gica de FVIII y que sustancialmente es no inmunogénica o
menos inmunogénica que cualquier molécula no modificada con la misma actividad biolégica cuando se usa in vivo;

una molécula especificada de acuerdo con lo anterior, en la que dicha pérdida de inmunogenicidad se alcanza
eliminando un epitopo de células T derivado de la molécula originalmente no modificada;

una molécula especificada de acuerdo con lo anterior, en la que dicha pérdida de inmunogenicidad se consigue
mediante la reduccién de varios alotipos de MHC capaces de unirse a péptidos derivados de dicha molécula;

una molécula especificada de acuerdo con lo anterior, en la que se elimina un epitopo de células T;

una molécula especificada de acuerdo con lo anterior, en la que dichos epitopos de células T presentes original-
mente son secuencias de péptidos o ligandos de MHC de clase II que muestran la capacidad de estimular o unir células
T via presentacion en clase II;

a) una molécula especificada de acuerdo con lo anterior, en la que dicha secuencia de péptidos es
MSSSPHVLRNRAQSG,

una molécula especificada de acuerdo con lo anterior, en la que estd alterado un residuo aminoécido del epitopo de
células T presente originalmente;

una molécula especificada de acuerdo con lo anterior, en la que la alteracion de los residuos aminodcido es la sus-
titucién del/de los residuo(s) presente(s) originalmente por otro(s) residuo(s) aminoécido en posicién(es) especificas;

una molécula especificada de acuerdo con lo anterior, en la que si es necesario se realizan otras alteraciones,
usualmente por sustitucion, adiciéon o delecién de aminodcido(s) especifico(s) para restablecer la actividad bioldgica
de dicha molécula;

una molécula de FVIII especificada de acuerdo con lo anterior, en la que la sustitucién de aminodcidos se realiza
en la posicién V7 del péptido superior correspondiente a la posicién V823 en la secuencia salvaje segun la secuencia
borrada del dominio B (Figura 9);

una composicion farmacéutica que comprende cualquiera de los péptidos o péptidos modificados de arriba, con la
actividad de unién a MHC de clase 11

una secuencia o molécula de ADN que codifica para cualquiera de las moléculas modificadas especificadas, como
se define anteriormente y a continuacion;

una composicién farmacéutica que comprende una molécula modificada con la actividad biolégica de FVIII

una composicién farmacéutica como la que se define mds arriba y/o en las reivindicaciones, opcionalmente junto
a una carga, un diluyente o un excipiente farmacéuticamente aceptables.

El término “epitopo de células T” representa, segtin la idea de esta invencion, una secuencia de aminodcidos que
es capaz de unir MHC de clase II, capaz de estimular células T y/o también es capaz de unir (sin necesariamente una
activacion que se pueda medir) células T en complejos con MHC de clase II.

El término “péptido”, como se usa aqui y en las reivindicaciones subordinadas, es un compuesto que incluye dos
o mas aminodcidos. Los aminodcidos estdn unidos mediante un enlace peptidico (definido aqui abajo). Existen 20
aminodcidos diferentes que se encuentran de forma natural relacionados en la produccién bioldgica de péptidos, y
cualquier nimero de ellos puede estar unido en cualquier orden para formar una cadena o un anillo peptidico. Los
aminodcidos presentes de forma natural empleados en la produccién bioldgica de los péptidos tienen todos la confi-
guracioén L. Los péptidos sintéticos se pueden preparar empleando métodos sintéticos convencionales, utilizando L-
aminodcidos, D-aminodcidos, o varias combinaciones de aminodcidos de las dos configuraciones diferentes. Algunos
péptidos contienen sélo unas pocas unidades de aminodcido. Los péptidos cortos, por ejemplo, con menos de diez
unidades aminodcido, a veces se denominan “oligopéptidos”. Otros péptidos contienen un gran nimero de residuos
aminodcido, por ejemplo, 100 o mas, y se denominan “polipéptidos”. Por convencién, se puede considerar “polipép-
tido” cualquier cadena peptidica que contenga tres o mds aminodcidos, mientras que generalmente se considera que
un “oligopéptido” es un tipo particular de polipéptido “corto”. Asi, se entiende que cualquier referencia a un “po-
lipéptido”, como se usa aqui, incluye también un oligopéptido. Ademds, cualquier referencia a “péptidos” incluye
polipéptidos, oligopéptidos y proteinas. Cada disposicién diferente de aminodcidos forma diferentes polipéptidos o
proteinas. El nimero de polipéptidos -y por tanto el nimero de proteinas diferentes- que se pueden formar es prac-
ticamente ilimitado. “Carbono alfa (Ca)” es el atomo de carbono del componente carbono hidrégeno (CH) que se
encuentra en la cadena peptidica. Una “cadena lateral” es un grupo que cuelga de Ca, que puede comprender un gru-
po o mitad simple o complejo, con dimensiones fisicas que pueden variar significativamente en comparacién con las
dimensiones del péptido.
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La invencién se puede aplicar a cualquier especie FVIII de la molécula que tenga sustancialmente las mismas
secuencias primarias de aminodcidos que la publicada aqui y por tanto incluirfa moléculas de FVIII derivadas de
medidas de ingenieria genética u otros procesos y puede contener mas o menos de 2332 residuos aminodcido.

Una especie FVIII de 1a molécula particularmente preferida es una en la que falta el dominio B de la molécula y
también comprende incluso una o varias sustituciones de aminoécidos en cualquiera de los dominios restantes para
dar como resultado la eliminacién de la secuencia de uno o varios epitopos de células T. Una molécula de FVIII
terapéutica con el dominio B eliminado, de 1438 residuos aminoécido ha sido objeto de ensayos clinicos exitosos,
como se describe en Lusher ef al y sus referencias [Lusher, J. M. et al (2003) Haemophilia 9: 38-49]. La secuencia de
aminodcidos de dicha proteina se representa aqui en la Figura 9.

Las proteinas FVIII, como las identificadas de otras fuentes de mamiferos, tienen en comin muchas de las se-
cuencias peptidicas de la presente descripcion y tienen en comin muchas secuencias peptidicas con sustancialmente
la misma secuencia que las del listado de esta descripcién. Por tanto, dichas secuencias de proteinas forman parte
igualmente del &mbito de la presente invencidn.

La invencidn se ha concebido para superar el hecho de que en la prictica, las proteinas solubles introducidas en
organismos aut6logos pueden desencadenar una respuesta inmune dando como resultado el desarrollo de anticuerpos
del huésped que se unen a la proteina soluble. Para muchos pacientes con hemofilia A, las respuestas de anticuerpos
contra las preparaciones terapéuticas existentes de FVIII son un problema importante en la gestién de su enfermedad.
En cualquier individuo, un pequefio nimero de epitopos de células T puede conducir a la sefalizacion de células T
ayudantes, dando como resultado respuestas mantenidas del anticuerpo ante muchisimas superficies reconocidas de
células B expuestas, determinantes de la proteina FVIII nativa. El andlisis de los genes que codifican anticuerpos
inhibidores de pacientes de hemofilia A ha mostrado que muchos de estos anticuerpos han sufrido maduracién de
afinidad [Jacquemin, M. G. et al (1998) Blood 92: 496-506; van den Brink, E. N er al (2000) Blood 95: 558-563]. El
fenémeno de la hipermutacién subyacente a la maduracién de afinidad ocurre s6lo en las células B en respuesta a la
ayuda de células T. Hace tiempo se reconocié que una elevada proporcién de anticuerpos inhibidores de FVIII son
de la subclase IgG4 [Andersen, B. R. y Terry, W. D. (1968) Nature 217: 174-175], y de forma similar, las reacciones
necesarias para el cambio entre clases son eventos que dependen de las células T ayudantes. Otra evidencia de que la
respuesta de los anticuerpos a FVIII es conducida por células T es que se ha observado que en pacientes VIH positivos
con inhibidores de FVIII, se pierde la respuesta de los anticuerpos de FVIII porque se reduce el nimero de células
T [Bray, G. L. et al (1993) Am. J. Hematol. 42: 375-379]. Por consiguiente, la presente invencién intenta corregirlo
proporcionando proteinas FVIII con propensién alterada a producir una respuesta inmune en la administracién al
huésped humano. Se conoce que donde la multiplicidad de epitopos de células B permanece intacta en la superficie de
FVIII modificado, en ausencia de ayuda continuada de células T, los titulos del inhibidor se reducen considerablemente
y esta terapia no se indica para nuevos pacientes.

Segtin los métodos descritos aqui, los inventores han descubierto las regiones de la molécula de FVIII que com-
prenden los epitopos de células T criticos que conducen las respuestas inmunes a esta proteina.

El método general de la presente invencién que conduce a FVIII modificado comprende las etapas siguientes:
(a) determinacidn de la secuencia de aminodcidos de los polipéptidos o parte de ellos;

(b) identificacién de uno o varios epitopos de células T potenciales dentro de la secuencia de aminodcidos de la
proteina mediante un método que incluye la determinacién de la uni6én de los péptidos a moléculas MHC usando
técnicas in vivo o in silico o ensayos bioldgicos;

(c) disefio de nuevas variantes de secuencias con uno o varios aminodcidos dentro de los potenciales epitopos de
células T identificados, modificados de tal forma que reducen sustancialmente o eliminan la actividad de los epitopos
de células T mediante la unién de los péptidos a moléculas MHC usando técnicas in vivo o in silico o ensayos bio-
16gicos. Dichas variantes de secuencia se crean de tal modo que evitan la creacién de nuevos epitopos de células T
potenciales por variaciones de la secuencia, a menos que dichos nuevos epitopos de células T potenciales estén a su
vez modificados de tal forma que reduzcan sustancialmente o eliminen la actividad de los epitopos de células T; y

(d) construccion de dichas variantes de secuencia mediante técnicas de ADN recombinante y andlisis de di-
chas variantes para identificar una o mds variantes con propiedades deseables segin técnicas recombinantes bien
conocidas.

La identificacién de potenciales epitopos de células T segtn la etapa (b) se puede llevar a cabo segiin métodos
ya descritos. Los métodos apropiados se publican en las patentes WO 98/59244 WO 98/52976, WO 00/34317, y
WO 02/069232, y se pueden usar para identificar la propension de unién de péptidos derivados de FVIII a una mo-
lécula MHC de clase II. En la préctica, las composiciones incluidas en la presente invencion se han obtenido con la
aplicacién conjunta de ensayos biolégicos ex vivo de proliferacion de células T humanas y una herramienta de soft-
ware que explota el esquema que se describe en la patente WO 02/069232 y que es una realizacién de la presente
invencion.
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El software simula el proceso de presentacion de antigeno a nivel de la interaccién de unién del péptido MHC de
clase II para proporcionar un valor de unién para cualquier secuencia peptidica dada. Dicho valor se determina para
muchos de los alotipos predominantes de MHC de clase II existentes en la poblacién. Como este esquema es aplicable
al andlisis de cualquier secuencia peptidica, se pueden predecir las consecuencias de las sustituciones, adiciones o
deleciones de aminoécidos con respecto a la capacidad de un péptido de interactuar con un surco de unién de MHC de
clase II. Por consiguiente, se pueden disefar nuevas composiciones de secuencias que contienen un nimero reducido
de péptidos capaces de interactuar con MHC de clase Il y por tanto funcionar como epitopos inmunogénicos de células
T. Mientras el ensayo biolégico, usando cualquier muestra de donante, puede evaluar la unién de un maximo de 4
alotipos DR, el proceso in silico puede analizar la misma secuencia peptidica usando > 40 alotipos simultdneamente.
En la practica, este enfoque permite dirigir el disefio de nuevas variantes de secuencias que estin comprometidas en
su capacidad de interactuar con multiples alotipos de MHC.

Los resultados de un andlisis realizado en la secuencia completa de FVIII humano se presentan en la Figura 1 a
modo de ejemplo de este enfoque in silico. Aqui se presenta una lista de secuencias peptidicas 13meras derivadas
de FVIII en las que se ha detectado la capacidad de unir uno o varios alotipos de MHC de clase II con un valor de
union significativo. Tomado en su totalidad, se considera que este conjunto de datos de péptidos 13meros proporciona,
con alto grado de certeza, el universo de ligandos permisibles de MHC de clase II para la proteina FVIII humana. Por
razones como el requerimiento para el procesado proteolitico del polipéptido FVIII completo y otras etapas fisiologicas
que conducen a la presentacion de péptidos FVIII in vivo, resulta claro que finalmente sélo tendrd relevancia bioldgica
un subconjunto relativamente menor del repertorio completo de péptidos. Para seguir identificando dichos péptidos
con relevancia bioldgica, los inventores han desarrollado un enfoque que explota ensayos ex vivo de proliferacién de
células T humanas.

Este enfoque ha demostrado ser un método particularmente eficaz y se publica aqui como una realizacién de la
invencién. El método se puede aplicar al ensayo de parte de la secuencia, por ejemplo una proteina FVIII a la que
le falta la totalidad o una parte del dominio B; el método se puede aplicar a regiones seleccionadas de la secuencia,
por ejemplo, a subconjuntos de péptidos FVIIL, como todos o varios de los listados en la Figura 1; o el método se
puede aplicar al ensayo de la totalidad de la secuencia FVIIIL. En los presentes estudios, el método incluye el ensayo
de secuencias peptidicas superpuestas derivadas de FVIII en un esquema para el cribado y andlisis de una secuencia
de FVIII sin el dominio B. Se analiza la capacidad de los péptidos sintéticos para provocar una respuesta proliferativa
en células T humanas cultivadas in vitro. Mientras este tipo de método se realiza usando células T humanas nativas
tomadas de donantes sanos, los inventores han establecido que en la realizacién de dicho ensayo, un indice de es-
timulacién igual o superior a 2,0 resulta una medida qtil de la proliferacién inducida. El indice de estimulacién se
obtiene normalmente de dividiendo el valor de proliferacién (por ejemplo, cuentas por minuto de radioactividad si se
usa incorporacién de *H-timidina) medido en el péptido de ensayo entre el valor medido en células que no han tenido
contacto con un péptido de ensayo.

En otra realizacién de este enfoque, los inventores avanzan un método en el que se criba la secuencia FVIII
buscando la presencia y la situacion de epitopos de células T usando ensayos bioldgicos ex vivo de células T, donde
las células T derivan de pacientes hemofilicos. Para una parte de dichos pacientes, la proteina FVIII constituye una
protefna extrafia y un potente antigeno in vivo. Los inventores han establecido que es posible obtener lineas de células
T policlonales y en principio monoclonales in vitro a partir de PBMC de dichos individuos y estas lineas se pueden
usar como reactivos eficaces en el mapeo de epitopos de células T dentro de la proteina FVIIL.

Para ello las células T de PBMC hemofilicas se someten a varias series de estimulacion con antigeno (FVIII) in
vitro seguidas inmediatamente por la expansion en presencia de IL-2. Para establecer lineas policlonales de células
T, generalmente fueron suficientes 2-3 series de estimulacién con antigeno para generar un gran nimero de células
especificas de antigeno y dichas células se pueden almacenar criogénicamente para su uso posterior en caso necesario.
Las células se usaron para cribar un gran nimero de péptidos sintéticos.

En el presente caso, los péptidos sintéticos se analizaron usando un sistema de mezclas, cada una de las cuales
contenia ocho secuencias peptidicas diferentes. El esquema de la mezcla de péptidos se ilustra en la Figura 2. Tras
la ronda inicial de estimulacién con antigeno (FVIII), que comprende la coincubacién de FVIII y PBMC durante 7
dias, se llevé a cabo la reexposicidn posterior con el antigeno en presencia de PBMC autdlogo irradiado como células
presentadoras de antigeno. Estas series de seleccion de antigeno se realizan durante 3 a 4 dias y se entremezclan con
fases de expansién que comprenden la estimulacién con IL-2 que se puede afiadir cada 3 dias durante un periodo
total de unos 9 dias. La reexposicién final se realiza usando células T que han sido “reanalizadas”, es decir, células
T que no han sido estimuladas por IL-2 durante unos 4 dias. Estas células se estimulan con antigeno (por ejemplo,
péptido sintético o la proteina completa) usando de preferencia células autélogas presentadoras de antigeno como
previamente, durante unos 4 dias y a continuacion se mide la posterior respuesta proliferativa (en su caso). La mezcla
de péptidos se organiza de forma que cada mezcla contenga péptidos que se solapen con la mezcla siguiente. De esta
forma cualquier epitopo de células T individual estd representado en 2 mezclas separadas y la proliferacion inducida
serd detectada por medio de tratamientos que usen ambas mezclas. Cuando se detecta una respuesta proliferativa a
cualquier mezcla peptidica determinada, la mezcla peptidica se decodifica repitiendo el ensayo, usando por separado
los distintos miembros de la mezcla.

En el marco de este sistema ha sido particularmente deseable explotar muestras de PBMC de la clase de los
denominados “pacientes inhibidores”, de forma que el mapa de epitopos de la proteina FVIII definido por el repertorio
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de células T de estos individuos fuera representativo de la mayorfa de epitopos corrientes de péptidos que son capaces
de la presentacion en el contexto in vivo. En este sentido, las PBMC de pacientes en los que existe una respuesta
inmune demostrada previamente constituyen los productos de una etapa cebadora in vivo y en ellas podria haber
una esperanza de beneficio préctico, al tener la capacidad de una magnitud mucho mayor de respuesta proliferativa
a cualquier péptido estimulante dado. De este modo se reduce la dificultad técnica de realizar una medicién de la
proliferacion.

Los presentes estudios han descubierto 38 secuencias peptidicas capaces de provocar una respuesta proliferativa
importante (es decir, SI>2,0). Estos péptidos se enumeran en la Tabla 1 y son una realizacién de esta invencién. Dentro
de este conjunto de péptidos se ha identificado otro subconjunto de péptidos que provocan una respuesta proliferativa
importante en 2 o mas muestras de donantes individuales y, de hecho, en algunas de estas respuestas, su magnitud
ha sido significativamente superior a SI=2,0. Estos péptidos se presentan en la lista de la Tabla 2 y constituyen otra
realizacién de la invencién.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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TABLA 1

Secuencia peptidica

Residuo n**

ATRRYYLGAVELSWD |1
SWDYMQSDLGELPVD | 13
PVDARFPPRVPKSFEFP | 25
SVVYKKTLFVEFTDH | 43
VEFTDHLENIAKPRP | 52
PWMGLLGPTIQAEVY | 67
LKNMASHPVSLHAVG | 88
VSYWKASEGAEYDDQ | 103
PGGSHTYVWQVLKEN 130
ASDPLCLTYSYLSHV | 148
ILLFAVFDEGKSWHS 196
SLPGLIGCHRKSVYW | 241
VYWHVIGMGTTPEVH | 253
QASLEISPITFLTAQ | 283
| YIAAEEEDWDYAPLV | 385
SYKSQYLNNGPQRIG | 406
GPQRIGRKYKKVRFM | 415
PYNIYPHGITDVRPL | 472
YKWTVTVEDGPTKSD | 511
' KESVDQRGNQIMSDK | 556
QIMSDKRNVILESVE | 565
PAGVQLEDPEPQASN | 598
ASNIMHSINGYVEDS | 610
LOQLSVCLHEVAYWYI | 625
VAYWYILSIGAQTDE | 634
GAQTDFLSVFEFSGYT | 643
GCHNSDFRNRGMTAL | 691
TGDYYEDSYEDISAY | 712
LLSKNNAIEPRSESQ | 728
MSSSPHVLRNRAQSG | 817
NEHLGLLGPYIRAEV | 859
AWAYFSDVDLEKDVH | 940
CNIQMEDPTFKENYR | 1009
IGEHLHAGMSTLFLV | 1108
STLFLVYSNKCQTPL | 1117
ISQFIIMYSLDGKKW | 1204
IARYIRLHPTHYSIR | 1251
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RLHPTHYSIRSTLRM | 1256

* Numeracion de la secuencia segln la secuencia sin dominio B (FIGURA 9)

TABLA 2

Secuencias peptidicas FVIII capaces de estimular células T humanas ex vivo procedentes de 2 o mds
muestras de donantes

Péptido | Residuo

o Lo Secuencia peptidica Dominio
P1 196 ILLFAVEDEGKSWSH Al
P2 406 SYKSQYLNNGPQRIG A2
P3 415 GPORIGRKYKKVREM A2
P4 511 YKWTVTVRDGPTKSD A2
P5 610 ASNIMHSINGYVFEFDS A2
P6 634 VAYWYILSIGAQTDF A2
P7 817 MSSSPHVLRNRAQSG A3
P8 1009 CNIQMEDPTFKENYR A3
P9 1117 STLFLVYSNKCQTPL A3
P10 1204 ISQFIIMYSLDGKKW Cl
P11 1251 IARYIRLHPTHYSIRSTLRM | C1

* Numeracion de la secuencia segun la secuencia sin dominio B (FIGURA 9)

Las secuencias peptidicas publicadas aqui representan la informacién critica necesaria para la construccién de
moléculas de FVIII modificadas en las que uno o varios de estos epitopos se encuentran comprometidos. Segin la
presente invencidn, los epitopos estdn comprometidos por mutacién, dando como resultado secuencias que ya no
son capaces de funcionar como epitopos de células T. Es posible usar métodos de ADN recombinante para conseguir
mutagénesis dirigida de las secuencias diana y muchas de estos procedimientos estdn disponibles y son bien conocidos
por la técnica.

Aunque el objetivo de esta invencién es modificar las secuencias de aminodcidos de al menos uno o varios de
los péptidos enumerados en la Tabla 1, se prefiere modificar las secuencias de uno o varios de los péptidos P1 - P11
identificados en la Tabla 2. Aqui se publican modificaciones apropiadas que consiguen el doble objetivo de reducir o
eliminar la capacidad de la secuencia peptidica del sujeto para funcionar como un epitopo de células T, bien al nivel de
ser un ligando para uno o varios alotipos de MHC de clase II, o especialmente siendo capaz de inducir la proliferacién
de células T y especialmente cuando las células T son células T humanas cultivadas in vitro.

Un ejemplo de dicho conjunto de modificaciones preferidas se obtiene mediante la ruptura del epitopo de células
T comprendido por el péptido P10 con la secuencia ISQFIIMYSLDGKKW. Este epitopo mapea el dominio C1 de
FVIII y a modo de ejemplo es un epitopo capaz de evocar la proliferacién de células T ex vivo obtenidas de sangre
hemofilica y las células de individuos no hemofilicos sanos.

Guiados por los resultados del andlisis in silico de esta secuencia peptidica con respecto a su actividad como ligando
de MHC de clase II, se han aplicado procedimientos de mutagénesis dirigida al sitio para producir sustituciones en los
residuos F1207, 11208, 11209 y M1210. La numeracién de los residuos se hace conforme a la secuencia FVIII madura
sin el dominio B (Figura 9). La mutagénesis en F1207 tuvo como resultado la pérdida de la expresion de FVIII y no se
empled actividad detectable en los ensayos. Por el contrario, se produjeron moléculas de FVIII activas incluyendo las
sustituciones 11208 A o I1208T o I1208N y/o 11209C y/o M1210K o M1210N. Por consiguiente, las proteinas FVIII
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activas con una o varias de las sustituciones listadas arriba son composiciones preferidas segtin la presente invencion.
Se prefieren en particular las sustituciones 11208A, 11209C, M1210K o M1210N y dichas protefnas FVIII sustituidas
son otras realizaciones de la invencién.

De forma similar, las realizaciones preferibles comprenden moléculas FVIII que contienen sustituciones dentro del
epitopo de células T comprendidas por el péptido P8 con la secuencia CNIQMEDPTFKENYR. Este epitopo mapea
el dominio A3 de la proteina FVIIIL. Se han aplicado a esta secuencia procedimientos de mutagénesis dirigida al sitio
y se han establecido las sustituciones M1013K, [1011Ao0CoDoEoGoHoKoPoQoR oS oT para obtener
una molécula con actividad funcional retenida con respecto a los ensayos de Coatest y los pardmetros inmunolégicos
in silico y los ensayos inmunoldgicos in vitro. Por ende, las moléculas FVIII que incluyen las sustituciones M1013K,
11011AoCoDoEoGoHoKoPoQoRoSoT son otras realizaciones de la invencion.

De forma similar, las realizaciones preferidas comprenden moléculas de FVIII que contienen sustituciones den-
tro del epitopo de células T comprendidas por el péptido P7 con la secuencia MSSSPHVLRNRAQSG. Este epitopo
también mapea el dominio A3 de la proteina FVIIIL. La sustitucién en la posiciéon V823 se considera una modifica-
cion especialmente deseada y es una realizacion de la invencién. Se han aplicado a esta secuencia procedimientos de
mutagénesis dirigida al sitio y se han establecido las sustituciones V823A, 0 DoEoGoHoNoPo S o T para
proporcionar una molécula con actividad funcional retenida con respecto al ensayo de Coatest y los pardmetros inmu-
noldgicos in silico y los ensayos inmunoldgicos in vitro. Las moléculas FVIII que incluyen las sustituciones V823A,
oDoEoGoHoNoPoSo T son otras realizaciones de la invencion.

Otro ejemplo de una secuencia peptidica de epitopo de células T que demuestra ser activa en muestras de sangre
hemofilica lo constituye el péptido P11 con la secuencia IARYIRLHPTHYSIRSTLRM. Este epitopo mapea el domi-
nio C1 de la proteina FVIII y ha sido identificado previamente como un conductor importante de la produccién de
inhibidor de FVIII [Jacquemin M. et al (2003) Blood 101: 1351-1358]. Las sustituciones en las posiciones Y1254,
11255, L1257, Y1262, 11264, 11268 se consideran modificaciones especialmente deseables y son una realizacion de
la invencion.

De forma similar, otras realizaciones preferibles comprenden moléculas de FVIII que contienen sustituciones en
las posiciones L1119, F1120, L1121, V1122 e Y1123 del epitopo comprendido por el péptido P9 (STLFLVYSNKCQ
TPL) también las sustituciones en las posiciones Y636, Y638, 1637, L638 e 1639 del epitopo comprendido por el pép-
tido P6 (VAYW YILSIGAQTDF); sustituciones en las posiciones 1613 e 1617 del epitopo comprendido por el péptido
P5 (ASNIMHSINGY VFDS); sustituciones en las posiciones V515 y V517 del epitopo comprendido por el péptido
P4 (YKWTVTVRDGPTKSD); sustituciones en la posicion 1419 del epitopo comprendido por el péptido P3 (GPQRI
GRKYKKVRFM); sustituciones en las posiciones Y407, Y411 y L412 del epitopo comprendido por el péptido P2
(SYKSQYLNNGPQRIG) y sustituciones en las posiciones L.197, L198, F199, V201 y F202 del epitopo comprendido
por el péptido P1 (ILLFAVFDEGKSWSH).

De acuerdo con lo anterior se puede observar que seglin esta invencion se pueden producir numerosas variantes
de proteinas FVIII y se pueden analizar para encontrar las caracteristicas inmunes y funcionales deseadas. En los
EJEMPLOS se describen métodos para la elaboracion y el andlisis de dichas proteinas variantes de FVIIL. Todas
estas proteinas funcionales son realizaciones de la presente invencion. Ademads, las modificaciones realizadas han
demostrado dar como resultado secuencias peptidicas incapaces de unirse a moléculas MHC de clase II con la misma
avidez que las secuencias peptidicas originales o “salvajes” (wt, del inglés wild-type) usando la herramienta predictiva
in silico de unién de MHC de clase II de la patente WO02/069232. Ademis, el andlisis fisico de los epitopos de
variantes de péptidos del ejemplo, usando ensayos biolégicos ex vivo de proliferacion de células T humanas confirma
la pérdida deseada de capacidad de estos péptidos de soportar la proliferacién de células T y por tanto de funcionar
como epitopos de células T. En el presente caso se incluyen las secuencias peptidicas identificadas usando ensayos
biolégicos y en consecuencia confirmadas como capaces de soportar la activacion de células T. Significativamente,
varios de dichos péptidos son capaces de provocar la proliferacién in vitro de células T derivadas de sangre hemofilica,
por consiguiente son representativos de los epitopos procesados y no se pueden considerar determinantes cripticos o
inmunoldgicamente irrelevantes.

Las proteinas variantes se producirdn de forma mds preferible mediante técnicas de ADN recombinante aunque se
pueden contemplar otros procedimientos, incluida la sintesis quimica de fragmentos de FVIII. Un procedimiento sen-
cillo consiste en utilizar la informacion de la secuencia de proteinas que se presenta aqui para deducir polinucleétidos
(ADN) codificantes de cualquiera de las moléculas o fragmentos de la variante preferida de FVIII. Esto se consi-
gue mds facilmente usando herramientas de software informético, como el software DNAstar [DNAstar Inc. Madison
WI, USA] o un software similar. Cualquiera de estas secuencias de ADN codificante de polipéptidos de la presente
invencién u homologos importantes de ellos se deben considerar como realizaciones de esta invencion.

La invencion se refiere a andlogos de FVIII en los que las sustituciones de al menos un residuo aminodcido se han
realizado en posiciones que dan como resultado una eliminacién o una reduccién sustancial de la actividad de uno o
varios epitopos de células T potenciales de la proteina. Una o varias sustituciones de aminodcidos en puntos particu-
lares dentro de cualquiera de los ligandos MHC de clase II potenciales identificados en la Figura 1 o de preferencia
secuencias peptidicas de epitopos de las Tablas 1 y 2 pueden tener como resultado una molécula de FVIII con un
potencial inmunogénico reducido cuando se administra como terapia al huésped humano.
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Se prefiere obtener una molécula de FVIII en la que la modificacién del aminodacido (por ejemplo, una sustitucion)
se realice dentro de las regiones mds inmunogénicas de la molécula original. Para la eliminacién de epitopos de
células T, las sustituciones de aminodcidos se realizan de preferencia en puntos apropiados dentro de la secuencia
peptidica representada para conseguir la reduccidn sustancial o la eliminacién de la actividad del epitopo de células
T. En la préctica, un punto apropiado serd de preferencia igual a un residuo aminoécido que se une dentro de uno de
los bolsillos del interior del surco de unién de MHC de clase II. Se prefiere alterar la unién en el interior del primer
bolsillo de la hendidura en la denominada P1 o posicion de anclaje P1 del péptido. La calidad de la interaccién de unién
entre el residuo de anclaje P1 del péptido y el primer bolsillo del surco de unién de MHC de clase II es reconocido
como el determinante principal de la afinidad de unién completa para todo el péptido. Una sustitucion apropiada en
esta posicién del péptido serd para un residuo acomodado con menor facilidad dentro del bolsillo, por ejemplo, la
sustitucién por un residuo mas hidréfilo. Los residuos aminodcidos en el péptido en posiciones iguales respecto a
la unién dentro de otras regiones del bolsillo dentro de la hendidura de unién de MHC también se consideran y se
incluyen en el 4mbito de la presente invencion.

Como resultard claro para un experto en la materia, multiples conjuntos alternativos de sustituciones pueden con-
seguir el objetivo de eliminar epitopos no deseados. Sin embargo, las secuencias resultantes serdn reconocidas como
homélogos cercanos con las composiciones especificas publicadas aqui y por consiguiente se incluyen en el dmbito
de la presente invencion.

Se entiende que las sustituciones de aminoécidos individuales dentro de un epitopo de células T potenciales son
la via preferente para la eliminacién del epitopo. Se pueden contemplar combinaciones de sustitucién dentro de un
epitopo particular y pueden resultar particularmente apropiadas, por ejemplo, cuando los epitopos definidos indivi-
dualmente estén solapados unos con otros. Ademds, las sustituciones de aminodcidos, tanto individualmente dentro de
un epitopo determinado o en combinacién dentro de un solo epitopo, se pueden hacer en posiciones diferentes a los
“residuos del bolsillo” respecto al surco de unién de MHC de clase II, pero en cualquier punto dentro de la secuencia
peptidica. Las sustituciones se pueden hacer con referencia a una estructura homdéloga o a un método estructural ob-
tenido por procedimientos in silico conocidos en la técnica y se puede basar en caracteristicas estructurales conocidas
de la molécula segun esta invencion. Todas estas sustituciones se incluyen en el &mbito de la presente invencion.

Las sustituciones de aminodcidos distintas de las realizadas dentro de los péptidos identificados mds arriba se
pueden contemplar de forma particular cuando se hacen en combinacién con sustitucién(es) realizadas dentro de un
péptido de la lista. Por ejemplo, se puede contemplar un cambio para restablecer la estructura o la actividad bioldgica
de la molécula variante. Dichos cambios compensatorios y los cambios para incluir la delecién o la adicién de residuos
aminodcido particulares a partir del polipéptido FVIII tienen como resultado una variante con la actividad deseada y en
combinacién con cambios en cualquiera de los péptidos publicados, se incluyen en el &mbito de la presente invencion.

Puesto que esta invencion se refiere a FVIII modificado, las composiciones que contienen dichas proteinas FVIII
modificadas o fragmentos de proteinas FVIII modificadas y las composiciones relacionadas se deben considerar dentro
del ambito de la invencion. Un ejemplo pertinente a este respecto podria ser el desarrollo de estrategias de induccién
de tolerancia mediadas por péptidos donde uno o varios de los péptidos se administra a un paciente con fines inmu-
noterapéuticos. Por consiguiente, las moléculas de péptidos sintéticos, por ejemplo, una o varias de las enumeradas
en la Tabla 1, se consideran realizaciones de la invencién. En otro aspecto, la presente invencion se refiere a dcidos
nucleicos que codifican entidades FVIII modificadas. En otro aspecto, la presente invencion se refiere a métodos pa-
ra el tratamiento terapéutico de humanos usando las proteinas FVIII modificadas. En otro aspecto mas, la invencién
se refiere a métodos para el tratamiento terapéutico usando preparaciones farmacéuticas que comprenden péptidos o
moléculas derivadas con secuencias o partes idénticas a las secuencias aqui descritas.

Ahora, la invencién se ilustrard con los ejemplos siguientes, pero sin limitarse a ellos. El texto anterior y los
ejemplos de abajo se refieren a las figuras siguientes:

En la Figura 1 se presenta una lista de secuencias peptidicas en el Factor VIII humano con potencial actividad de
unién a MHC de clase II humanas. Los péptidos son 13meros, los aminodcidos se identifican usando el cédigo de
letras individuales.

La Figura 2 representa el esquema de cribado de mezclas de péptidos. En el presente estudio los péptidos fueron
15meros y cada péptido sucesivo se superponia en 12 residuos.

En la Figura 3 se presentan histogramas que representan los resultados de los ensayos de proliferacion de células
T in vitro en respuesta al tratamiento con péptidos sintéticos derivados de FVIIL. En este ejemplo, una linea de células
T de FVIII aislada de un donante hemofilico se usé para cribar mezclas de péptidos superpuestos abarcando la se-
cuencia de FVIIL Las flechas indican mezclas que inducen la proliferacién de células T y que posteriormente fueron
decodificadas.

En la Figura 4 se presentan histogramas que representan los resultados de los ensayos de proliferacion de células
T in vitro en respuesta al tratamiento con péptidos sintéticos derivados de FVIII. En este ejemplo, una linea de células
T especifica para FVIII aislada de un donante hemofilico se usé para decodificar dos mezclas peptidicas que inducen
la proliferacion de células T. Los péptidos que contienen epitopos de células T se indican con una flecha.
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En la Figura 5 se presentan histogramas que representan los resultados de los ensayos de proliferacion de células
T in vitro en respuesta a tratamientos con péptidos sintéticos derivados de FVIII. En este ejemplo, se usaron células de
dos donantes para cribar los péptidos que abarcan la secuencia de FVIIIL. Tanto el donante n° 1 (A) como el donante
n° 2 (B) tenian alotipos HLA-DR idénticos (DRB1*03, DRB1*04, DR3 y DR4*01). Las flechas indican los péptidos
que contienen epitopos de células T.

En la Figura 6 aparece un grifico que muestra los datos de actividad y niveles de expresion de proteinas para
mutantes del péptido 8 (P8): el control positivo es el factor VIII wt. M1013K representa los datos de expresion y
actividad para una molécula de FVIII que contiene la sustitucion M1013K. Las columnas restantes son moléculas
FVIII que combinan la sustitucién M1013K con cambios adicionales en 11011 para el aminodacido indicado.

En la Figura 7 se presenta un grafico que muestra los datos de actividad y niveles de expresién de proteinas para
mutantes del péptido 7 (P7): el control positivo es el factor VIII wt, el control negativo es la ausencia de ADN en
transfeccién. Las muestras restantes son mutantes V823 con el cambio de aminoacido indicado.

En la Figura 8 aparecen, a modo de ejemplo, los datos del ensayo de células T que muestran péptidos mutantes
con un indice de estimulacidon de < 2,0 bajo condiciones en las que la secuencia peptidica wt muestra un indice de
estimulacién > 2,0. Estan tabuladas las secuencias peptidicas y los datos de alotipo del donante de PBMC.

La Figura 9 muestra una representacién de los resultados conseguidos usando el software de simulacién de la unién
de péptidos a MHC de clase II. Se muestran los resultados para 18 alotipos HLA-DR diferentes, cada columna vertical
indica la unién de un alotipo individual. El panel A muestra el perfil de unién detectado para la secuencia de FVIII wt
alrededor del péptido 7. La secuencia peptidica 7 aparece subrayada. El panel B muestra el perfil de unién detectado
para una secuencia peptidica 7 modificada, conteniendo la sustitucién Vi,; A y demuestra la pérdida de un ligando de
alta afinidad para alotipos multiples. En cada panel la unién a MHC predicha se representa sefialando el primer residuo
de cada ligando 13mero de MHC de clase II. La intensidad de la unién se sefiala como H, M o L en funcién del valor
de unién calculado para cada ligando para cada alotipo, segiin se indica. Los estudios de enlace fisico han indicado
previamente que valores < 500.000 constituyen interacciones de unién insignificantes.

La Figura 10 muestra la secuencia de aminodcidos y la numeracién para una secuencia de FVIII humano salvaje
(WT) sin dominio B. Los aminodcidos se representa usando c6digos de una sola letra.

Ejemplo 1
Meétodo para el establecimiento de lineas y clones de células T

Se aislaron células mononucleares de sangre periférica (PBMC, del inglés peripheral blood mononuclear cells) a
partir de sangre obtenida de pacientes hemofilicos y se almacené criogénicamente en nitrégeno liquido.

Las muestras de sangre fueron aportadas con pleno consentimiento y se procesaron bajo la aprobacion ética local
de Addenbrooke’s Health Care Trust.

Se establecieron lineas de células T por estimulacién de células T especificas de antigeno en cultivos a granel
usando FVIII seguido de varios ciclos de expansién inducida por IL-2. Inicialmente se incubaron las PBMC (a 37°C
en una atmésfera humidificada de CO, al 5%) a 2x10° en 2 ml de medio AIM V conteniendo 4 ug/ml de FVIII
(Refacto™) en placas de 24 pocillos. Tras 7 dias de incubacién se afiadieron 100 U/ml de IL-2 y los cultivos se
incubaron otros 3 dias. Se recogieron los blastos T y se contaron hasta completar la estimulacién antigeno/IL-2 de
10 dias. Para retener la especificidad de antigeno, los blastos T se sometieron a una segunda ronda de estimulacién
antigénica usando PBMC aut6logas y-irradiadas como células presentadoras de antigeno. Esto se consiguié mediante
la incubacién de 1x10° PBMC aut6logas/pocillo en una placa de 24 pocillos con 4 ug/ml de FVIII durante 1 hora en
0,75 ml de AIM V (conteniendo suero AB humano inactivado por calor al 5%) antes de someterse a irradiacién u de
4000 rads. Los blastos T autélogos en 0,25 ml de AIM V a 4x10° células/ml se afiadieron a las células presentadoras
de antigeno y-irradiadas (precargadas con FVIII) y se incubaron durante 3 dias. Los blastos T se expandieron mediante
estimulacion celular con 100 U/ml de IL-2 durante 3 dias; a los cultivos se les afiadio IL-2 fresca (concentracion final
de 100 U/ml) a intervalos de 3 dias durante un total de 9 dias. Para garantizar que todos los blastos T expandidos eran
especificos de antigeno se realiz6 una tercera ronda de estimulacién de antigeno, en la que los blastos T se recogieron
y se resuspendieron a 4x10° células/ml en medio AIM V. Como se ha descrito antes, las células presentadoras de
antigeno se generaron por incubacion de 1x10° PBMC aut6logas y-irradiadas en una placa de 24 pocillos con 4 ug/ml
de FVIII durante 1 hora en 0,75 ml de AIM V (conteniendo suero AB humano inactivado por calor al 5%). Los blastos
T autélogos en 0,25 ml de AIM V a 4x10° células/ml se afiadieron a las células presentadoras de antigeno y-irradiadas
incubadas durante 3 dias. Se realizé una expansién final en 10 U/ml de IL-2, 3 dias antes de recoger los blastos T y
usarlos para cribar mezclas de péptidos.

Clonaje a partir de cultivos a granel
Tras la tercera estimulacion con antigeno FVIII se recogieron los blastos T y se resuspendieron mediante dilucion
en serie hasta una densidad de 4x10? - 1x10* células/ml (2 x densidad final del cultivo). Las PBMC autdlogas se

descongelaron y se volvieron a suspender a 2x10° células/ml (2 x densidad final del cultivo) en un tubo de polipropi-
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leno. Las PBMC se expusieron a 4000 rads de y-irradiacién y se usaron como células presentadoras de antigeno para
seleccionar clones de células T reactivos a antigeno por dilucién limitante. Las células presentadoras de antigeno -
irradiadas (densidad final 1x10°) se mezclaron con los blastos T (densidad final 2x10? - 5x10°%), 1-10 ug/ml de antigeno
FVIII'y 100 U/ml de IL-2. Los clones de células T se establecieron en placas Terasaki afiadiendo a cada pocillo 20 ul
de la mezcla APC, blasto T, FVIII e IL-2. Se realiz6 el clonaje por dilucion limitante usando 2-50 blastos T/pocillo de
una placa Terasaki.

Seleccion y mantenimiento de clones de células T

Los blastos T se incubaron con antigeno FVIIL, IL-2 y células aut6logas presentadoras de antigeno +y-irradiadas
durante aproximadamente 14 dias. Tras identificar los pocillos que contenian células que mostraban crecimiento in-
equivoco, los blastos T se transfirieron a un solo pocillo de una placa de 96 pocillos de fondo redondo conteniendo
1x10° PBMC alogénicas y-irradiadas, 100 U/ml de IL-2 y 1 ug/ml de fitohemaglutinina (PHA) en un volumen final de
200 w1 de AIM V (con suero AB humano inactivado por calor al 1%). Los clones de células T se rompieron cuando las
células se volvieron confluentes y finalmente se transfirieron a un solo pocillo de una placa de 24 pocillos conteniendo
1x10% PBMC alogénicas y-irradiadas (células cebadoras), 100 U/ml de IL-2 y 1 ug/ml de fitohemaglutinina (PHA) en
un volumen final de 2 ml de AIM V (con suero AB humano inactivado por calor al 1%). El mantenimiento de rutina
de los clones de células T incluy6 estimulacién con PHA fresca y células cebadoras alogénicas cada 2-3 semanas
(dependiendo del crecimiento celular) y la estimulacién dos veces por semana con 100 U/ml de IL-2. Unicamente los
clones de células T que demostraron ser especificos de FVIII se expandieron y se usaron para cribar péptidos FVIIIL.

Transformacion EBV de células B autdlogas

Las células B de preparaciones de PBMC fueron inmortalizadas para generar lineas celulares de linfoblastoide B
(BLCL) afiadiendo 3 ml de sobrenadante B95.8 filtrado (0,45 u) a 4x10° PBMC e incubando a 37°C durante 1 hora.
Las PBMC se precipitaron y se volvieron a suspender en 2 ml de RPMI conteniendo suero bovino fetal (FCS) inactivo
por calor al 5% y 1 ug/ml de ciclosporina A. Tras 7 dias de incubacién se reemplazé 1 ml de cultivo con RPMI fresco
conteniendo FCS 5% y 2 ug/ml de ciclosporina A (para dar una concentracién final de 1 ug/ml de ciclosporina A).
Este régimen de alimentacion se repiti6 los dias 14 y 21, tras lo que las células se rompieron, de ser necesario usando
RPMI con FCS 5% y se expandieron en frascos de cultivo celular.

Cribado de péptidos FVIII usando lineas/clones de células T

Se sintetizaron péptidos de 15 residuos de longitud y superpuestos con los péptidos previos en incrementos de
12 aminodcidos (Pepscan, Paises Bajos). Inicialmente los péptidos se solubilizaron a 10 mM en dimetilsulféxido
(DMSO) 100% para ser almacenados. Se generaron mezclas de péptidos para cribar simultdneamente un gran nimero
de péptidos frente a lineas de células T especificas de FVIII. Las mezclas se organizaron de manera que cada mezcla
contenia péptidos superpuestos de las mezclas siguientes; mediante el uso de este enfoque los epitopos de células T
que superponian dos péptidos inducirian la proliferacion de dos mezclas separadas. Cada mezcla consistia tipicamente
en 8 péptidos, analizdndose cada péptido tanto a 1 como a 5 uM. La estrategia de las mezclas de péptidos se ilustra en
la Figura 2.

Se usaron PBMC auté6logas (para lineas de células T) o BLCL transformadas con EBV (para clones de células
T) como células presentadoras de antigeno mediante resuspension de 1x10° PBMC o BLCL en 50 ul de medio AIM
V que después se afiadié a cada pocillo de una placa de 96 pocillos de fondo redondo. Las mezclas de péptidos se
afiadieron en pocillos por triplicado para cada mezcla a ambas concentraciones (1 o 5 uM). Las células presentadoras
de antigeno y las mezclas de péptidos se incubaron durante 1 hora a 37°C antes de la exposicion a 4000 rads de -
irradiacién. Las BLCL se pretrataron con 1 pug/ml de mitomicina C durante 1 hora a 37°C seguido de lavado 4 veces
en AIM V para el uso como células presentadoras de antigeno (en lugar de PBMC autdlogas y-irradiadas) para clones
de células T. Después se afiadieron lineas o clones de células T especificas de antigeno a 5x10* células por pocillo y
los cultivos se incubaron durante 3 dias. Al tercer dia cada pocillo fue pulsado con 1 uCi de [*H]-timidina durante un
minimo de 8 horas. Tras sembrar las placas en filtermats se determinaron las cpm/pocillo usando un contador Wallac
Microplate Beta. En la Figura 3 se muestra un mapa de epitopos generado usando una linea de células T donde se
usaron blastos T para identificar mezclas de péptidos que contenian epitopos de células T, decodificindose entonces
estas mezclas para identificar el péptido individual que contenia el epitopo de células T.

Mapa de epitopos de células T nativas usando PBMC de donantes sanos

Se usé sangre de 40 donantes sanos de tipo HLA-DR para aislar PBMC que se usaron para cribar péptidos FVIII
individuales a dos concentraciones (1 y 5 uM). Como el nimero de PBMC de cada donante fue insuficiente para cribar
todos los péptidos FVIII, los donantes se separaron en dos grupos de modo que los primeros 20 donantes se usaron
para cribar los péptidos expandiendo la primera mitad de la molécula y el segundo conjunto de donantes se usé para
cribar los péptidos restantes. Los donantes se seleccionaron segin los alotipos expresados de MHC de clase II para
cubrir un gran nimero de alotipos presentes en la poblacién mundial. Los alotipos de MHC se detectaron usando.

Se analizaron los tipos de tejido para todas las muestras de PBMC usando un sistema de reactivos disponible
comercialmente (Dynal, Wirral, Reino Unido). Los ensayos se realizaron de acuerdo con los protocolos recomendados
por los proveedores y con reactivos auxiliares estadndar y sistemas de electroforesis de agarosa.
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Las PBMC contienen un nimero fisioldgico de células T nativas y células presentadoras de antigeno. Estas células
se usaron a una densidad de 2x10° células/pocillo (placa de 96 de fondo plano) para cribar péptidos a 1 y 5 uM
en cultivos de 200 ul por triplicado. Las células se incubaron con péptidos a 37°C durante 6 dias, pulsando antes
cada pocillo con 1 uCi de [*H]-timidina durante un minimo de 8 horas. Los cultivos se sembraron en filtermats y se
determinaron las cpm/pocillo usando un contador Wallac Microplate Beta. La Figura 5 muestra un mapa de epitopos
de FVIII generado usando dos donantes para cribar mitades separadas de la molécula.

Ejemplo 2
Meétodo para el clonaje y la expresion del Factor VIII
Extraccion de ARNm y sintesis de ADNc

Se obtuvo tejido hepatico humano del departamento de patologia de un hospital. La muestra se cort6 en cubos de
pequefio tamafio, se dispensé en alicuotas de 50 mg y se almacen6 en nitrégeno liquido. Se homogeneiz6 una alicuota
de 50 mg y se extrajo ARNm directamente, usando un kit PolyATract System 1000 (Promega) segin las instrucciones
del fabricante, obteniéndose aprox. 10 ug de ARNm. Alicuotas de 1 ug de ARNm se transcribieron de forma reversa
en reacciones de 20 ul usando el sistema de transcripcion reversa ImProm-II (Promega) usando un cebador oligo(dT);s
segln las instrucciones del fabricante. Después se inactivé el enzima transcriptasa reversa calentando a 70°C durante
15 min.

Amplificacion de secuencias de Factor VIII por reaccion en cadena de la polimerasa

Al tener que clonar una variante del factor VIII sin dominio B, se amplific6 ADNc a partir de ADNc en dos
mitades. El extremo 5’ del ARNm se amplific6 usando los cebadores siguientes:

SEQIDNO.1 GCATCGCGCGCTAGCAATAAGTCATGCAAATAGAG
SEQIDNO.2 GAAGCTCCTAGGTTCAATGGCATTGTTTTTACTCA

La SEQ ID No. 1 contiene dos sitios de enzimas de restriccion para facilitar el clonaje, asi como 24 nucleétidos de
la secuencia de ARNm del factor VIII rodeando el cordén iniciador ATG (negrita). La SEQ ID No. 2 es complemen-
taria a los nucledtidos 2420 a 2454 del ARNm del factor VIII y contiene dos nucle6tidos cambiados en las posiciones
2445 y 2448 (mostradas en negrita) que introducen un nuevo sitio de enzima de restriccién mientras la secuencia de
proteina permanece inalterada.

El extremo 3’ del gen del factor VIII se amplific6 usando el siguiente par cebador:

SEQID NO. 3:
TGAGTCTTAAGCTAGCTAGATACCTAGGAGCTTCTCCCAAAACCCACCAGTCTTGAAACGCC
SEQID NO. 4:

TACGTCTCGAGTCAGTAGAGGTCCTGTGCCTCGCA

La SEQ ID No. 3 contiene el sitio para el enzima de restricciéon Nhel para facilitar el clonaje, asi como los nucle6-
tidos 2442 a 2457 del ARNm del factor VIII fundidos a los nucleétidos 5140 a 5164. Por consiguiente, este cebador
crea la unién entre las cadenas pesadas y ligeras donde casi todo el dominio B estd ausente. Este cebador también
contiene los cambios de nucledtidos en las posiciones 2445 y 2448 (mostradas en negrita) que crean el nuevo sitio
para el enzima de restriccion que también se encuentra en SEQ ID No. 2. La SEQ ID No. 4 contiene los 24 nucle6tidos
finales de la secuencia codificante del factor VIII mds un sitio para enzima de restriccion para facilitar el clonaje.

Las reacciones PCR se realizaron usando polimerasa Expand HiFi (Roche), usando el tampdn proporcionado que
contiene MgCl, en un volumen final de 50 ul. Las reacciones se enrasaron con tampén 1x conteniendo 200 M de
cada ANTP, 50 pmol de cada cebador (o bien SEQ ID No. 1 mds No. 2 o SEQ ID No. 3 més No. 4), 2,5 unidades de
RnasaH, y 5 ul de mezcla de reaccién de transcriptasa reversa. Las reacciones se incubaron a 37°C durante 30 min
para que el ARN en el hibrido ARN/ADNCc fuera degradado por la RnasaH para incrementar la eficacia de la reaccién
PCR. Después, las reacciones se calentaron a 94°C durante 2 min para la desnaturalizacién inicial, seguido de ciclacién
durante los tiempos y a las temperaturas siguientes: 94°C/30 seg., 55°C/30 seg., 72°C/2,5 min. Durante la primer etapa
de formacién de anillo se afiadi6 la cantidad recomendada de polimerasa y la reaccién se ciclé 20 veces. Durante la
etapa de formacién de anillo siguiente a la 207 etapa de extension, se afiadié una segunda alicuota de polimerasa y la
reaccion se ciclé otras 20 veces. Después, la reaccion se incub6 a 72°C durante 10 min para asegurar la polimerizacién
completa de todas las hebras.
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Clonaje y ensamblaje del gen del factor VIII

Una mitad de las reacciones PCR se separ6 en un gel de agarosa 1% y la banda de 2286 bp correspondiente al
extremo 5’ del ADNc del factor VIII y la banda 2015 bp correspondiente al extremo 3’ se cortaron y se purificaron
de la agarosa mediante el kit Qiagen Gel Extract. Los productos de PCR se ligaron después en un vector de clonacién
del producto de PCR (pGEM-T Easy Vector System, Promega) como indica el fabricante. Se electropor6é 1 ul de
cada reaccion de ligacion en 20 ul de cepa E. coli electrocompetente XL1-Blue (Stratagene) como recomienda el
proveedor, usando una cubeta de 0,1 cm de paso. Las células se resuspendieron y se dejaron recuperar, también segtiin
las recomendaciones del proveedor. Se dispusieron alicuotas de 10 ul y 100 ul de las células electroporadas en placas
de agar LB que contenfan 100 ug/ml de ampicilina, 80 ug/ml de Xgal e IPTG 0,5 mM vy crecieron a 37°C durante la
noche.

Se recogieron las colonias blancas se recogieron que dispersaron en 20 ul de agua. Se analizé via PCR una muestra
de cada colonia resuspendida en un volumen de reaccién de 20 ul usando Taq polimerasa (Roche) con el tampén
proporcionado. Las reacciones se enrasaron en tampén 1x conteniendo 200 uM de cada dNTP, 60 pmol de cada
cebador, siendo el estandar M13 los cebadores directo y reverso (aqui las SEQ ID No. 5 y 6), y 1 ul de colonia
resuspendida. Después se calentaron las reacciones a 94°C durante 2 min para realizar la desnaturalizacién inicial,
seguido de ciclacion x20 para las temperaturas y tiempos siguientes: 94°C 30 seg., 60°C 30 seg., 72°C 2 min. Después,
la reaccidn se incub6 a 72°C durante 10 min para asegurar la polimerizacién completa de todas las hebras.

Se separé una muestra de 5 ul de cada reaccién en un gel de agarosa 1%. Las muestras que contenian bandas
a aproximadamente 2300 bp se consideraron positivas para la mitad 5 del inserto del factor VIII y aquellas que
contenian bandas a aprox. 2150 bp se consideraron positivas para la mitad 3’ del inserto del factor VIII. En cada
inserto se inocularon cada una de las 8 colonias en cultivos de 5 ml de caldo 2YT/100 ug/ml de ampicilina y crecieron
durante la noche a 37°C con agitacién. El plasmido se prepar6 a partir de 1,5 ml de cada cultivo usando un kit mini-
prep Qiagen y los pldsmidos se enviaron a un dispositivo de secuenciacion de contraccin para determinar la secuencia
con los cebadores siguientes:

Clones mitad 5°:
SEQIDNo.5  CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC  (MI3 directa)
SEQID No. 6 AGCGGATAACAATTTCACACAGGA (M13 reversa)

SEQID No. 7 ATGATCAGACCAGTCARAGG (ARNm de factor VIII nt573-592)
SEQ ID No. 8 CAGGARATCAGTCTATTGGC (ARNm de factor VIII nt975-994)
SEQID No. 9 TGGGTACATTACATTGCTGC (ARNm de factor VIII nt1372-1391)
SEQIDNo. 10 ACAGTGACTGTAGAAGATGG (ARNm de factor VIII nt1768-1787)
SEQIDNo. 11 GTICTTCTTCTCTGGATATACC " (ARNm de factor VIII nt2179-2199)

Clones mitad 3’:
SEQID No. 5 CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC (M13 directa)
SEQID No. 6 AGCGGATAACAATTTCACACAGGA (M13 reversa)

SEQID) No. 12 GAGTAGCTCCCCACATGTTC (ARNm de factor VIII nt5370-5361)
SEQID No. 13 GTGCACTCAGGCCTGATTGG (ARNm de factor VIII nt5786-5767)
SEQID No. 14 AGGTGTTTTIGAGACAGTGG (ARNm de factor VIII nt6187-6168)
SEQIDNo. 15 GAGGAAATTCCACTGGAACC (ARNm de factor VIII nt6594-6575)
SEQID No, 16 AATCTCTGCTTACCAGCATG (ARNm de factor VIII nt6993-6974)

Se observo que el plasmido pCF85 codificaba la secuencia de aminodcidos correcta para la mitad 5° del gen del
factor VIII. Se encontré que el plasmido pCF83 codificaba la secuencia de aminodcidos correcta para la mitad 3’ del
gen del factor VIIIL.

Se digirié pCF83 con Bst981 y Xhol y el fragmento de 2,0 Kbp liberado que contenia la mitad 3’ del gen del factor
VIII se purific6 mediante electroforesis de gel de agarosa y se cloné en pLitmus (NEB) cortado y purificado de forma
similar, usando técnicas estdndar. Las colonias bacterianas positivas se identificaron mediante PCR como se describe
arriba y se seleccion6 un clon, pCLF83, que crecid y se elaboré ADN.

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2319758 T3

Se digirié pCF85 con BssHII y los extremos se hicieron romos con ADN polimerasa T4 (NEB) en presencia de 100
#M de cada ANTP. A continuacién se calentd la reaccién a 70°C durante 10 min y se digirié con Avrll. El fragmento de
2,3 kbp liberado se purificé mediante electroforesis de gel de agarosa y se clon6 en pCLF83 que se habia digerido con
Bst98I, su extremos se hicieron romos como se indica mds arriba, se digirié con AVrll y se purificé en gel. Las colonias
bacterianas positivas se identificaron mediante cribado por PCR como se describe més arriba, usando cebadores SEQ
ID No. 11 y SEQ ID No. 17 (ATCAGTAAATTCCTGGAAAAC [ARNm factor VIII nt5448-5428]). Estos cebadores
amplifican un fragmento a través de la unién entre las dos mitades del gen del factor VIII y, por tanto, sdlo se ve un
producto de aprox. 570 bp si el clonaje ha tenido éxito. Se seleccioné una colonia positiva y se denominé pCLF8.
Se hizo crecer esta colonia y se prepard y secuencié ADN. Las secuencias de unién correctas se confirmaron usando
cebadores SEQ ID No. 6 y SEQ ID No. 5. Se verificé la unién entre las mitades 5° y 3’ igualmente con el cebador
SEQ ID No. 17.

Andlisis de la expresion y la actividad del factor VIII

La proteina FVIII se expresé usando una variante modificada del vector pCI (Promega, Southampton, Reino Uni-
do). El vector pCI no modificado tiene una longitud de 4,0 kbp y contiene un potenciador/promotor CMV y una sefial
de poliadenilacién tardia SV40 para la expresion en mamiferos y contiene las secuencias necesarias para la propa-
gacion bacteriana. El vector también contiene un origen bacteriéfago F1 y éste se elimind al digerir el pldsmido con
enzimas de restriccion BamHI y EcoO1091. Se cegaron los extremos de los productos digeridos usando ADN polime-
rasa T4 como se describe mas arriba, y a continuacion se separaron con gel de agarosa 1%. El fragmento vector de 3,2
kbp se purificé del gel, se autoligd y se transformé en la cepa XL1-blue bacteriana como se describe mds arriba. Las
colonias se recogieron, se hicieron crecer durante la noche y los plasmidos se sometieron a una minipreparacién como
se describe mds arriba. Las muestras de los plasmidos purificados se digirieron con enzima de restriccién NgoMIV, el
cudl estd presente en la secuencia de origen F1, y se analizaron via electroforesis de gel de agarosa. Se selecciond un
plasmido resistente y se denominé pCIA.

Se digiri6 pCIA con los enzimas de restriccién Nhel y Xhol y el fragmento de vector se purificé mediante electro-
foresis de gel de agarosa. Se digiri6 de forma similar pCLF8 y el fragmento de 4,4 kbp que contenia el gen del factor
VIII se purificé mediante electroforesis de gel de agarosa y se cloné en el corte pCIA usando técnicas estdndar. Las
colonias bacterianas positivas se identificaron mediante andlisis de PCR usando los cebadores SEQ ID No. 11 y SEQ
ID No. 17, como se describe mas arriba.

Se seleccion6 una colonia positiva, denominada pCIF8 y se inoculé en 50 ml de caldo 2YT que contenia 100
pg/ml de ampicilina, que crecié durante la noche a 37°C con agitacion vigorosa. El pldsmido de ADN de alta pureza
se prepar6 usando un kit midi-prep Qiagen. El plasmido de ADN se cuantificé mediante espectrofotometria, se diluyo
a 0,2 pug/uly se filtré de forma estéril a través de una unidad de filtro de 1,5 cm de didmetro y 0,2 um de poro (Nalgene).

Se mantuvieron células HEK 293 (ATCC CRL-1573) en cultivo continuo en frascos de cultivo de tejido de 75
cm? en DMEM que contenian Glutamax-I, piruvato sédico y 4500 mg/ml de glucosa (Invitrogen n° cat 31966-021),
complementado con suero fetal bovino inactivado por calor al 10% (Perbio n° cat CH30160.03). Las células crecieron
a 37°C/CO, 5% y se subcultivaron por dilucién 1/5 cada 48 h. Las células HEK 293 se adhieren sélo débilmente al
plastico del cultivo de tejido y se pueden separar lavando la superficie del frasco.

Las células HEK293 se transfectaron en placas de cultivo de tejido recubiertas con poli-L-lisina de 24 pocillos
(Beckton Dickinson) usando Lipofectamine 2000 (Invitrogen) como indica el fabricante. Las células casi confluentes
se lavaron en un frasco de cultivo de tejido de 75 cm con tampdn fosfato salino (PBS) y se separaron del frasco de
cultivo de tejido usando una solucién de tripsina/EDTA. La tripsina se inactivé por adicién de un volumen igual de
medio de crecimiento. Las células se contaron en un hemocitémetro y la suspension de células se centrifugé a 1200
rpm durante 5 min. El sobrenadante se eliminé y el pellet de células se resuspendié en medio de crecimiento a una
densidad de 4x10° células/ml. Se dispersaron 0,5 ml de la suspension de células en cada pocillo de una placa de cultivo
de tejido de 24 pocillos y se incub6 durante la noche a 37°C/CO, 5%. Antes de la transfeccion se eliminé el medio de
cada pocillo y se sustituy6 por 0,5 ml de medio fresco. Se diluyeron 0,8 ug del plasmido pCIF8 y el plasmido control
negativo pCIA a 50 ul cada uno en Optimem (Invitrogen n°® cat 51985-026). Para cada transfeccidn, se diluyeron 2
ul de Lipofectamina 2000 a 50 ul, se incubaron a temperatura ambiente durante 5 min y después se combinaron con
plasmido diluido seguido de otra incubacién a temperatura ambiente durante 20 min. Las transfecciones se realizaron
por triplicado y se afiadieron 100 ul de cada mezcla de plasmido y lipido gota a gota a un pocillo de la placa de 24
pocillos. Después se incubaron las placas a 37°C/CO, 5%. Se retiraron alicuotas de 10 ul de cada transfeccidn a las
24 h, 48 h y 72 h. Se combinaron alicuotas de cada triplicado para dar un volumen total de 30 ul por muestra y se
congelaron a -80°C antes del andlisis de actividad.

Se analiz6 la actividad del factor VIII en el sobrenadante usando un kit Coatest F8:C/4 (Chromogenix) en formato
microtitulo segin las instrucciones del fabricante. Las muestras del sobrenadante se descongelaron en hielo, se dilu-
yeron a 1/20 y 1/100 en tampo6n de ensayo y se analizaron por duplicado. Los estdndares fueron muestras de plasma
liofilizadas cuantificadas por medio de estdndares internacionales para la actividad del factor VIII (Chromogenix). Un
vial de plasma se reconstituy6 en 1 ml de agua, como indica el fabricante. En la hoja de datos adjunta se consult6 el
nivel de actividad del factor VIII en el plasma, que se diluy6 entonces al 100% (1IU/ml) por adicién de tampén de
ensayo. Después, los estandares se diluyeron como se describe en el protocolo de andlisis de microtitulo del fabrican-
te. Tras 24 horas, se encontré que los sobrenadantes de las células transfectadas con pCIF8 contenian actividad 0,16
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[U/ml, que aumentaba a 0,74 IU/ml a las 48 horas y después caia a 0,5 [U/ml a las 72 horas. No se observé actividad
en los sobrenadantes de células transfectadas con vector control. Por consiguiente, el factor VIII se expresé con éxito
en cantidades suficientes para determinar la actividad de los mutantes.

Mutagénesis de aminodcidos en el péptido P10 (Tabla 2)

El péptido 10 contiene cuatro residuos hidréfobos con el potencial de ser el anclaje primario para la interaccién con
moléculas MHC de clase I, F1207, 11208, 11209 y M 1210 (numeracién segtn la secuencia madura sin dominio B). Por
consiguiente, estos cuatro residuos fueron las dianas para la mutacién a residuos distintos de los que potencialmente
pueden ser anclajes primarios. F1207 se cambi6 a: A, H, K, N, Q y R; 11208 se cambi6 a: A, T, D, N; 11209 se
cambié a: A, C, D, N, P; M1210 se cambi6 a: A, K, N y Q. La mutagénesis se realizé mediante overlap-PCR usando
protocolos establecidos conocidos por los expertos en la materia. El péptido 10 se encuentra dentro de un fragmento
de la secuencia de nucleétidos del factor VIII unida por los sitios de restriccion PspOMI y Sphl. Los cebadores del
PCR para la amplificacién de este fragmento se sintetizaron correspondientemente para secuencias justo fuera de esta
regién (SEQ ID No. 18 y No. 19, abajo). Para la mutagénesis de F1207, se sintetizaron cebadores internos como los
descritos a continuacion:

SEQID No.18: GGACACATTAGAGATTTTCA (gen nt.3463-3482)
SEQIDNo.19: CAGTAATCTGTGCATCTGAT (gen nt.3949-3930)
SEQID No.20: CTGAGAGATGTAGAGGCT (gen nt.3675-3658)

SEQIDNo.21: AGCCTCTACATCTCTCAGgccATCATCATGT (F1207A)
SEQID No.22: AGCCTCTACATCTCTCAGcacATCATCATGT (F1207H)
SEQID No.23: AGCCTCTACATCTCTCAGaagATCATCATGT (F1207K)
SEQID No.24: AGCCTCTACATCTCTCAGaacATCATCATGT (F1207N)
SEQID No.25: AGCCTCTACATCTCTCAGcagATCATCATGT (F1207Q)
SEQID No.26: AGCCTCTACATCTCTCAGcgcATCATCATGT (F1207R)

Los PCR se realizaron usando Expand HiFi polimerasa (Roche), usando el tampdn proporcionado que contenia
MgCl, en un volumen final de 50 ul. La reaccién del fragmento 5° contenia tampdn 1x que a su vez contenia 200 uM
de cada dNTP, 50 pmol de cada cebador (SEQ ID No. 18 mas No. 20), 100 ng de pCIF8 y 2,5 unidades de Expand
polimerasa. Se iniciaron seis reacciones de fragmentos 3’ que contenian tampoén 1x que contenia a su vez 200 uM de
cada dNTP, 50pmol de cada cebador (SEQ ID No. 19 mas SEQ ID No. 21, 22, 23, 24, 25 0 26), 100 ng de pCIF8 y 2,5
unidades de Expand polimerasa. Después, las reacciones se incubaron a 94°C durante 2 min para la desnaturalizacién
inicial, seguido de ciclacién durante los tiempos y temperaturas siguientes: 94°C/30 seg., 50°C/30 seg., 72°C/30 seg.
Las reacciones se ciclaron 20 veces y después se incubaron a 72°C durante 10 min para asegurar la polimerizacién
completa de todas las hebras.

Se separé una mitad de cada PCR en un gel de agarosa 1% y el fragmento 5° de 226 bp y los seis fragmentos 3’
diferentes de 292 bp se cortaron del gel y se purificaron usando un kit Qiagen Gel Extract. El fragmento 5’ se unié
entonces a cada uno de los fragmentos 3°, como sigue: se realizaron otros seis PCR como se describe mas arriba
usando Expand HiFi polimerasa, usando como molde 2 ul de fragmento 5° eluido con 2 ul de cada uno de los seis
fragmentos 3’ eluidos, con los cebadores SEQ ID No. 18 y SEQ ID No. 19. Se separ6 la mitad de estas reacciones
en un gel de agarosa 1% y las seis bandas de 486 bp se purificaron como se describe mds arriba. Cada producto de
PCR se digirié con enzimas de restriccion PspOMI y Sphl en un volumen de reaccién total de 50 ul a 37°C durante
la noche. Se digirieron de forma similar 4 1 de pldsmido pCIF8 durante 2 h a 37°C y la mitad de las digestiones del
plasmido y los fragmentos de PCR de 391 bp se cortaron a partir del gel y se purificaron como se indica mas arriba
en volumenes finales de 30 ul cada uno en agua. Se ligé 1 ul de vector a 3 ul de cada uno de los seis fragmentos
en reacciones estdndar de ligacién de 10 ul usando ADN ligasa T4 y el tampén proporcionado (Invitrogen). Las
reacciones se incubaron a temperatura ambiente durante 4 h. Se electroporé 1 ul de cada reaccién de ligacién en 20
ul de cepa E. coli electrocompetente XL1-Blue (Stratagene) como recomienda el proveedor, usando una cubeta de
0,1 cm de paso. Las células se resuspendieron y se dejaron recuperar siguiendo igualmente las recomendaciones del
proveedor. Se dispusieron alicuotas de 10 ul y 100 ul de las células electroporadas en placas de agar LB que contenian
100 pug/ml de ampicilina, las cuales crecieron a 37°C durante la noche.

Se recogieron cuatro colonias de cada ligacién en placa y se hicieron crecer durante la noche en 5 ml de liquido
de cultivo en caldo 2YT mas 100 pg/ml de ampicilina a 37°C con agitacién vigorosa. El plasmido de ADN se prepard
a partir de 1,5 ml de cada cultivo usando un kit Qiagen Mini-Prep. Se secuencié el ADN de las muestras de cada
pldsmido usando el cebador SEQ ID No. 18. Un pldsmido de cada grupo de cuatro con la secuencia correcta se
selecciond y almacend para analizar via transfeccion los niveles de expresion y actividad.
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Este mismo procedimiento general se siguié para crear las mutaciones en 11208, 11209 y M1210. Los cebadores
usados para cada amino4cido fueron los siguientes:

11208:

SEQID No.18: GGACACATTAGAGATTTTCA (gen nt.3463-3482)
SEQID No.19: CAGTAATCTGTGCATCTGAT (gen nt.3949-3930)
SEQID No.20: CTGAGAGATGTAGAGGCT (gen nt.3675-3658)
SEQID No.27: AGCCTCTACATCTCTCAGTTTgccATCATGT (11208A)

SEQID No0.28: AGCCTCTACATCTCTCAGTTTaccATCATGT (11208T)

SEQID No.29: AGCCTCTACATCTCTCAGTTTgacATCATGT (11208D)

SEQID No.30: AGCCTCTACATCTCTCAGTTTaacATCATGT (11208N)

11209:

SEQID No.18: GGACACATTAGAGATTTTCA (gen nt.3463-3482)
SEQID No.19: CAGTAATCTGTGCATCTGAT (gen nt.3949-3930)
SEQIDNo0.20: CTGAGAGATGTAGAGGCT (gen nt.3675-3658)
SEQIDNo.31:  AGCCTCTACATCTCTCAGTTTATCgccATGTATA (11209A)

SEQID No.32: AGCCTCTACATCTCTCAGTTTATCtgcATGTATA (11209C)

SEQID No.33: AGCCTCTACATCTCTCAGTTTATCgacATGTATA (11209D)

SEQID No.34: AGCCTCTACATCTCTCAGTTTATCaacATGTATA (11209N)

SEQID No.35: AGCCTCTACATCTCTCAGTTTATCcccATGTATA (11209P)

M1210:

SEQID No.18: GGACACATTAGAGATTTTCA (gen nt.3463-3482)
SEQID No.19: - CAGTAATCTGTGCATCTGAT (gen nt.3949-3930)
SEQID No.20: CTGAGAGATGTAGAGGCT (gen nt.3675-3658)

SEQID No.36: AGCCTCTACATCTCTCAGTTTATCATCgccTATAGTC (M1210A)
SEQID No.37: AGCCTCTACATCTCTCAGTTTATCATCaagTATAGTC (M1210K)
SEQID No.38: AGCCTCTACATCTCTCAGTTTATCATCaacTATAGTC (M1210N)
SEQID No.39: AGCCTCTACATCTCTCAGTTTATCATCcagTATAGTC (M1210Q)

Se transfectaron clones para cada mutacién, que habfan sido verificados mediante andlisis de la secuencia, en
células HEK 293 en placas poli-L-lisina de 24 pocillos por duplicado, como se describe més arriba. Las transfecciones
se incubaron durante 48 h a 37°C/CO, 5%. Se mezclaron los sobrenadantes por duplicado para cada transfeccion
y se analizé la actividad del factor VIII, como se describe mds arriba. En los sobrenadantes también se analizaron
los niveles de expresion del factor VIII usando un kit ELISA de anticuerpos anti-factor VIII apareados (Affinity
Biologicals). Este ensayo se modificé para cuantificar de forma eficaz material sobrenadante de cultivos de tejido y
se realizé de la siguiente forma: el anticuerpo de captura se diluy6 1/100 en tampé6n carbonato/bicarbonato sédico
pH 9,6 y se anadieron 100 ul por pocillo a una placa ELISA Dynex Immulon 4 de 96 pocillos. La placa se incubd
durante la noche a 4°C. Los pocillos se lavaron x4 con 100 ul cada uno de tampén de lavado (suero salino tamponado
Tris [TBS: Tris 25 mM, NaCl 137 mM, KCI 3 mM, pH 7,4 @ 25°C] conteniendo Tween 20 0,1%) y se afadieron
por duplicado alicuotas de 100 ul de estandar diluido y sobrenadantes de cultivo de tejido por pocillo. Los estdndares
fueron muestras de plasma liofilizadas cuantificadas que corresponden a estidndares internacionales para la actividad
del factor VIII (Chromogenix). Un vial de plasma se reconstituyé en 1 ml de agua, como indica el fabricante. En la
hoja de datos adjunta se consulté el nivel de actividad del factor VIII en el plasma, que se diluyé entonces al 100%
(1 IU/ml) por adicién de tamp6n de dilucién de muestra (TBS conteniendo albimina de suero bovino al 1% p/v). El
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resultado se diluy6 después 1 a 4 con el tampodn de dilucién de muestra para dar el estdndar ELISA del 100%. Después,
este se siguid diluyendo con tampén de dilucién de muestra para dar los estdndares que representan el 75%, 50%, 25%
y 5%. Los sobrenadantes del cultivo de tejido se diluyeron 1 a 4 con tampdn de dilucién de muestra. La placa se incubd
durante 2 h a temperatura ambiente y se lavé x4 con tamp6n de lavado, 100 ul por pocillo. Se afiadieron 100 ul por
pocillo de anticuerpo conjugado de peroxidasa de rabano picante y la placa se incub6 a temperatura ambiente durante 1
h. La placa se lavé como antes y se afiadieron 100 ul por pocillo de sustrato (solucion ya preparada de TMB/peréxido:
Sigma n° cat T0440). La placa se incub6 a temperatura ambiente durante 15 min seguido de adicién de solucién de
parada (4cido sulftrico 2M). La placa se ley6 en un lector de placas Anthos HTII usando un filtro de 450 nm.

La comparacién de los valores de actividad y los niveles de expresion revela que todos los cambios en F1207 dan
como resultado la ausencia de expresion y por tanto de actividad. La mutacién de 11208 a A da como resultado una
expresion y actividad similar al factor VIII no modificado, mientras que los cambios a T y N dan como resultado pér-
didas del 25% y 50% en la actividad. En el caso de 11209, s6lo la mutacion a C permitié la expresion y la actividad de
esta variante fue similar al factor VIII no modificado. Todos los cambios en M1210 dan como resultado la expresién
de proteinas con actividad apreciable con K y N, siendo indistinguibles del factor VIII no modificado. Por consi-
guiente, I1208A, 11209C, M1210K y M1210N son mutaciones ttiles para eliminar el epitopo de células T dentro del
péptido 10.

Mutagénesis de aminodcidos en el péptido P8 (Tabla 2)

El péptido 8 contiene dos aminoécidos que son anclajes primarios potenciales para la interaccién con moléculas
MHC de clase II, 11011 y M1013 (numeracién segin la secuencia madura sin dominio B). Por consiguiente, estos
dos residuos fueron las dianas para la mutacién a residuos distintos de los que potencialmente pueden ser anclajes
primarios. La comparacién con las secuencias del factor VIII de otras especies (perro, ratén y rata) revel6 que M1013
es K en el factor VIII del perro. K también demostrd ser la mejor sustituciéon para M1210 para la mutagénesis del
péptido 10. Por consiguiente, M1013 se mut6 s6lo a K y en combinacién con todos los aminodcidos en 11011 que no
tienen el potencial de formar anclajes primarios (es decir, A, C, D, E, K, N, P, Q, R, S, T).

La mutagénesis se realizé mediante overlap-PCR usando protocolos establecidos conocidos por los expertos en la
materia. El péptido 8 se encuentra dentro de un fragmento de 490 bp de la secuencia de nucledtidos del factor VIII,
unido por los sitios de restricciéon PfIM1 y PspOMI. Los cebadores de PCR para la amplificacién de este fragmento se
sintetizaron correspondientemente para secuencias justo fuera de esta regién (SEQ ID No. 40 y No. 41, abajo). Para la
mutagénesis de M1013K mds I1011X, se sintetizaron cebadores internos que se utilizaron usaron como se describe a
continuacion:

SEQ ID No.40: ATGAGACCAAAAGCTGGT (gen nt.3026-3043)
SEQ ID No.41: AGGCATTGATTGATCCG (gen nt.3559-3543)
SEQ ID No.42: ATTGCAGGGAGCCCTGCAGT (gen nt.3087-3068)
SEQ ID No.43: ACTGCAGGGCTCCCTGCAATATCCAGaagGAAGA  (MI013K)

SEQ ID No.44: ACTGCAGGGCTCCCTGCAATgecCAGaagGAAGA  (I1011A, M1013K)
SEQ ID No.45 : ACTGCAGGGCTCCCTGCAATtgcCAGaagGAAGA (11011C, M1013K)
SEQ ID No.46: ACTGCAGGGCTCCCTGCAATgacCAGaagGAAGA  (11011D, M1013K)
SEQ ID No.47: ACTGCAGGGCTCCCTGCAATgagCAGaagGAAGA  (I1011E, M1013K)
SEQ ID No.48: ACTGCAGGGCTCCCTGCAATggcCAGaagGAAGA  (11011G, M1013K)
SEQ ID No.49: ACTGCAGGGCTCCCTGCAATcacCAGaagGAAGA  (I1011H, M1013K)
SEQ ID No.50: ACTGCAGGGCTCCCTGCAATaagCAGaagGAAGA  (I1011K, M1013K)
SEQ ID No.51: ACTGCAGGGCTCCCTGCAATaacCAGaagGAAGA  (I1011N, M1013K)
SEQ ID No.52: ACTGCAGGGCTCCCTGCAATcccCAGaagGAAGA  (I1011P, M1013K)
SEQ ID No.53: ACTGCAGGGCTCCCTGCAATcagCAGaagGAAGA  (11011Q, M1013K)
SEQ ID No.54: ACTGCAGGGCTCCCTGCAATcgcCAGaagGAAGA  (I1011R, M1013K)
SEQ ID No.55: ACTGCAGGGCTCCCTGCAATagcCAGaagGAAGA (110118, M1013K)
SEQ ID No.56: ACTGCAGGGCTCCCTGCAATaccCAGaagGAAGA  (11011T, M1013K)
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La mutagénesis se realizé usando el mismo procedimiento general descrito mds arriba para la mutagénesis del
péptido 10, excepto que el fragmento 5’ tenfa una longitud de 62 bp y el fragmento 3’ una longitud de 492pb. El
fragmento unido tenfa una longitud de 534 bp y se digirié6 con PspOMI y PfIM1 y se cloné en pCIF8 digerido de
forma similar.

Se selecciond un clon con la secuencia correcta para cada mutante y se analizaron sus niveles de actividad y
expresion como se describe mas arriba, excepto que las transfecciones se hicieron por triplicado y cada sobrenadante
se analizé de forma individual de manera que se pudieran evaluar las variaciones en la expresién/actividad.

La comparacién de los niveles de expresion y la actividad de los mutantes descrita mas arriba revelé que sélo
M1013K era muy similar al factor VIII no modificado. Ademds, la combinacién de mutantes que contienen M1013K
mas [1011A, B, P, S o T también fueron indistinguibles del factor VIII no modificado. Por consiguiente, estas muta-
ciones son Utiles para la eliminacion de epitopos de células T asociados con el péptido 8.

Mutagénesis de aminodcidos en el péptido P7 (Tabla 2)

El péptido 7 contiene un amino4cido que es un anclaje primario potencial para la interaccién con moléculas MHC
de clase II, V823 (numeracién segin la secuencia madura sin dominio B). Por consiguiente, este residuo fue la diana
para la mutacion a residuos distintos de aquellos que potencialmente pueden ser anclajes primarios (es decir, A, C, D,
E,K,N,P,Q,R, S, T).

La mutagénesis se realiz6 mediante overlap-PCR usando protocolos establecidos conocidos por los expertos en la
materia. El péptido 7 se encuentra dentro de un fragmento de 766 bp de la secuencia de nucleétidos del factor VIII
unido por los enzimas de restriccién Avrll y PfIM1. Los cebadores de PCR para la amplificacién de este fragmento se
sintetizaron correspondientemente para secuencias justo fuera de esta regiéon (SEQ ID No. 57 y No. 58, abajo). Para la
mutagénesis de V823X, se sintetizaron cebadores internos que se usaron como se describe a continuacion:

SEQ ID No.57: CGAGGACAGTTATGAAG (gene nt.2214-2230)
SEQ ID No.58: AGTGGGATCTTCCATCTG (gene nt.3108-3091)
SEQ ID No.59: ATGTGGGGAGCTACTCATCCC (gene nt.2523-2503)
SEQ ID No.60: GGGATGAGTAGCTCCCCACATgecCTAAGAAACAG  (V823A)

SEQ ID No.61: GGGATGAGTAGCTCCCCACATtgecCTAAGAAACAG  (V823C)

SEQ ID No.62: GGGATGAGTAGCTCCCCACATgacCTAAGAAACAG  (V823D)

SEQ ID No.63: GGGATGAGTAGCTCCCCACATgagCTAAGAAACAG  (V823E)

SEQ ID No.64: GGGATGAGTAGCTCCCCACATgggCTAAGAAACAG  (V823G)

SEQ ID No.65: GGGATGAGTAGCTCCCCACATcacCTAAGAAACAG  (V823H)

SEQ ID No.66: GGGATGAGTAGCTCCCCACATaagCTAAGAAACAG  (V823K)

SEQ ID No.67: GGGATGAGTAGCTCCCCACATaacCTAAGAAACAG  (V823N)

SEQ ID No.68: GGGATGAGTAGCTCCCCACATcccCTAAGAAACAG  (V823P)

SEQ ID No.69: GGGATGAGTAGCTCCCCACATcagCTAAGAAACAG  (V823Q)

SEQ ID No.70: GGGATGAGTAGCTCCCCACATcgecCTAAGAAACAG  (V823R)

SEQID No.71: GGGATGAGTAGCTCCCCACATageCTAAGAAACAG  (V823S)

SEQ ID No.72: GGGATGAGTAGCTCCCCACATaccCTAAGAAACAG  (V823T)

La mutagénesis se realizé usando el mismo procedimiento general descrito mds arriba para la mutagénesis del

péptido 10, excepto que el fragmento 5° tenfa una longitud de 310 bp y el fragmento 3’ una longitud de 606 bp. El
fragmento unido tenfa una longitud de 894 bp y se digiri6é con AvrIl y PfIM1 y se cloné en pCIF8 digerido de forma
similar.

Se selecciond un clon con la secuencia correcta para cada mutante y se analizaron sus niveles de actividad y

expresion como se describe mds arriba. Las transfecciones se hicieron por duplicado y los sobrenadantes se mezclaron
antes del analisis.
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La comparacién de los niveles de expresion y la actividad de los mutantes descrita més arriba revel6 que se podian
hacer numerosos cambios sin afectar sustancialmente a los niveles de expresion y actividad. Estos datos se representan
en la Figura 7. La alteraciéon de V823 en A, D, E, G, H, N, P, S o T rindié mutantes con expresion y actividad al menos
equivalente a la del factor VIII wt. Por consiguiente, estas mutaciones son ttiles para la eliminacién de epitopos de
células T asociados con el péptido 7.

Ejemplo 3

Se sintetizaron péptidos derivados de FVIII que contenfan mutaciones y se analizd su capacidad continuada de
provocar la proliferacién de células T usando un ensayo ex vivo. Los péptidos fueron secuencias de 15meros y se
disefnaron para analizar las sustituciones [1011A o I1011T en combinacién con M1013K. Los péptidos se analizaron
usando 4 muestras de PBMC de donantes que previamente habfan respondido a la secuencia peptidica salvaje. En
todos los casos los péptidos mutantes analizados fueron incapaces de estimular la proliferaciéon con un SI > 2,0. En
la Figura 8 se muestran los resultados de este ensayo incluyendo detalles del alotipo de los donantes y las secuencias
peptidicas.

Las PBMC fueron estimuladas con antigenos de proteina y péptido en una placa de 96 pocillos de fondo plano a
una densidad de 2 x 105 PBMC por pocillo. Las PBMC se incubaron durante 7 dias a 37°C antes de ser pulsadas con
*H-timidina. Los péptidos se generaron con las sustituciones especificadas y cada péptido se cribd individualmente
respecto a PBMC aisladas de 4 donantes sanos que previamente mostraron respuesta a la secuencia peptidica P8 de
FVIIL. Se us6 un péptido de control de hemaglutinina de gripe y un potente antigeno no-rellamada de hemocianina de
lapa (KLH, del inglés keyhole limpet haemocyanin) en el ensayo de cada donante.

Los péptidos se disolvieron en DMSO hasta una concentracién final de 10 mM, después estas soluciones madre se
diluyeron 1/500 en medio AIM V (concentracion final 20 uM). Los péptidos se afiadieron a una placa de 96 pocillos de
fondo plano obteniéndose una concentracion final de 2 y 20 uM en 100 ul. La viabilidad de las PBMC descongeladas
se evalu6é mediante el colorante de exclusién azul tripan, después las células se resuspendieron a una densidad de
2x10° células/ml y 100 ul (2x10° PBMC/pocillo) se transfirieron a cada pocillo que contenia péptidos. Se analizaron
los cultivos de los pocillos por triplicado a cada concentracién de péptidos. Las placas se incubaron durante 7 dias en
una atmésfera humidificada de CO, 5% a 37°C. Las células se pulsaron durante 18-21 horas con 1 uCi *H-Thy/pocillo
antes de sembrar en filtermats. Se determinaron los valores de CPM usando un contador de placas Wallac microplate
beta top (Perkin Elmer). Los resultados se expresaron como indices de estimulacion, que se calcularon dividiendo el
valor CPM del péptido de ensayo entre el valor CPM en los pocillos no tratados. Un indice de estimulacién superior a
2 se considera una proliferacién positiva.
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula modificada de factor VIII humano que no es inmunogénica o es menos inmunogénica que el
factor VIII humano no modificado y tiene la misma especificidad biolégica y actividad cuando se usa in vivo, que
comprende la sustitucion de un residuo aminodcido comparado con la molécula original no modificada, donde dicha
sustitucion del residuo aminoécido causa la reduccién o eliminacién de uno o varios epitopos de células T que actian
en la molécula original no modificada como ligandos de unién de MHC de clase II y estimulan células T, en que dicha
sustitucion del residuo aminoécido se selecciona del grupo consistente en: V823A, V823D, V82G, V823H, V823N,
V8238, V823T.

2. Una molécula modificada de factor VIII segun la reivindicacién 1, que cuando se analiza en un ensayo biol6gico
de proliferacién celular inducida de células T humanas, muestra un indice de estimulacién (SI, del inglés stimulation
index) inferior a 2 e inferior al de la molécula original de factor VIII analizada en paralelo usando células del mismo
donante, en la que dicho indice se toma como el valor de proliferacién celular obtenido siguiendo la estimulacién por
la molécula de factor VIII dividido por la proliferacién lograda en las células control que no estdn en contacto con la
molécula de factor VIII, y donde la proliferacion celular se mide por cualquier medio apropiado.

3. Una secuencia de ADN que codifica una molécula de factor VIII como se define en la reivindicacién 1 o 2.

4. Una composicion farmacéutica que comprende una molécula modificada de factor VIII de las reivindicaciones
1 o 2, opcionalmente junto a una carga, diluyente o excipiente aceptables.
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FIGURA 1
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Figura 1 (continuacion)
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FIGURA 6
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FIGURA 9

A) Factor VIII WT (Péptido 7)
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FIGURA 10
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